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1.1  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
GPCRs￿finden￿sich￿in￿allen￿Organismen,￿bei￿Tieren,￿Pflanzen,￿Bakterien￿und￿beim￿Menschen.￿




et￿ al.,￿ 1999),￿ Fettsäurederivaten￿ (Chun,￿ 1998)￿ und￿ verschiedenen￿ Polypeptidliganden￿
(Shetzline￿et￿al.,￿2002)￿verantwortlich￿sind.￿Generell￿kommt￿es￿nach￿Aktivierung￿des￿Rezeptors￿
durch￿ einen￿ Liganden￿ zu￿ Konformationsänderungen￿ des￿ Proteins,￿ wodurch￿ im￿ Anschluss￿























































wobei￿ der￿ N-Terminus￿ im￿ Extrazellulärraum,￿ der￿ C-Terminus￿ intrazellulär￿ (im￿ Zytoplasma)￿
lokalisiert￿ist.￿Diese￿Helices￿sind￿über￿drei￿extrazelluläre￿(E-I￿-￿E-III)￿und￿drei￿intrazelluläre￿
(C-I￿–￿C-III)￿Schleifen￿miteinander￿verbunden.￿Einige￿der￿strukturellen￿Gemeinsamkeiten￿auf￿
Aminosäureebene￿ werden￿ hier￿ exemplarisch￿ anhand￿ des￿ Rhodopsin-Rezeptors,￿ dessen￿










die￿ Phosphorylierungs-￿ und￿ Palmitoylierungssequenzen￿ in￿ der￿ intrazellulären￿ C-terminalen￿


















heiten,￿der￿a-, b- und￿der g-Untereinheit.￿Im￿Ruhezustand￿sind￿diese￿Untereinheiten￿miteinan-
der￿verbunden,￿die￿b/ g-Untereinheit￿sorgt￿für￿die￿Verankerung￿des￿G-Proteins￿in￿der￿Membran,￿
die￿ a-Untereinheit￿ ist￿ an￿ ein￿ Guanosindiphosphat-Molekül￿ (GDP-Molekül)￿ gebunden￿
(Abbildung￿ 2).￿ Wird￿ der￿ Rezeptor￿ von￿ einem￿ Liganden￿ aktiviert,￿ verändert￿ er￿ seine￿
dreidimensionale￿Struktur.￿Das￿G-Protein￿assoziiert￿daraufhin￿mit￿dem￿Rezeptor,￿und￿durch￿die￿










Detail￿ eingegangen￿ werden￿ soll.￿ Das￿ gleiche￿ gilt￿ für￿ die￿ primär￿ im￿ Hirn￿ vorhandene￿





Adenylatzyklase￿ bewirkt.￿ Da￿ dieses￿ Enzym￿ für￿ die￿ Bildung￿ von￿ cAMP￿ zuständig￿ ist,￿ wird￿
hierdurch￿die￿cAMP-Konzentration￿gesenkt.￿Den￿entgegengesetzten￿Effekt￿hat￿Gas,￿wobei￿es￿
hier￿ durch￿ Aktivierung￿ der￿ Adenylatzyklase￿ zu￿ einer￿ Steigerung￿ der￿ cAMP-Spiegel￿ kommt.￿







Aktivierung￿ bzw.￿ nur￿ über￿ den￿ GPCR.￿ Die￿ aktivierten￿ Signaltransduktionswege￿ regulieren￿
zentrale￿ biologische￿ Funktionen￿ wie￿ Zellproliferation￿ und￿Angiogenese.￿ DAG:￿ Diacylglycerol;￿
FSH:￿Follikel-stimulierendes￿Hormon;￿GEF:￿Guanin-Nukleotid￿Austauschfaktor;￿LH:￿Luteinisie-
rendes￿ Hormon;￿ LPA:￿ Lysophosphatidsäure;￿ PAF:￿ Plättchen-aggregierender￿ Faktor;￿ PI3K:￿



























Abbildung￿3:￿ Die￿Rolle￿des￿b b b b-Arrestins.￿Nach￿Binden￿des￿Agonisten￿(H)￿an￿den￿Rezeptor￿kommt￿es￿zur￿
Dissoziation￿des￿heterotrimeren￿G-Proteins￿in￿eine￿Ga-GTP￿und￿eine￿Gb/g-Untereinheit,￿welche￿
den￿ G-Protein-Effektor￿ anschalten.￿ Die￿ Gb/g-Untereinheit￿ bewirkt￿ u.a.￿ eine￿ verstärkte￿
Phosphorylierung￿des￿mit￿dem￿Liganden￿besetzten￿Rezeptors￿durch￿die￿G-Protein￿gekoppelte￿
Rezeptor-Kinase￿ (GRK2).￿ Im￿ Anschluss￿ kommt￿ es￿ zum￿ Binden￿ des￿ b-Arrestins￿ an￿ den￿
phosphorylierten￿ Rezeptor.￿ Hierdurch￿ wird￿ nicht￿ nur￿ der￿ Rezeptor￿ vom￿ G-Protein￿ getrennt,￿
sondern￿zusätzlich￿bewirkt￿es￿das￿Binden￿von￿Clathrin￿und￿dem￿Clathrin-Adapter￿AP2.￿Diese￿
bereiten￿den￿Rezeptor￿damit￿für￿die￿Endozytose￿vor.￿Des￿weiteren￿kann￿es￿durch￿die￿Interaktion￿
des￿ b-Arrestins￿ mit￿ SRC￿ zur￿ Aktivierung￿ der￿ extrazellulär￿ regulierten￿ Kinase￿ (ERK)￿ und￿ zur￿
Endozytose￿kommen.￿Bei￿Interaktion￿des￿b-Arrestins￿mit￿einer￿MAP-Kinase-Kinase￿(z.B.￿ASK1)￿






denen￿ jedoch￿ noch￿ kein￿ bestimmter￿ physiologischer￿ Ligand￿ zugeordnet￿ werden￿ konnte.￿
Meistens￿ist￿die￿Aminosäuresequenz￿nur￿zu￿maximal￿40%￿identisch￿zu￿GPCRs￿mit￿bekannten￿
Liganden.￿Aus￿diesem￿Grund￿kann￿man￿diese￿Rezeptoren￿nicht￿zuverlässig￿schon￿bekannten￿
Rezeptorunterfamilien￿ zuordnen.￿ Häufig￿ finden￿ sich￿ zwischen￿ den￿ einzelnen￿Einleitung￿
￿ 10
orphan-Rezeptoren￿allerdings￿hohe￿Homologien,￿die￿vermuten￿lassen,￿dass￿es￿sich￿hierbei￿um￿
eine￿ Unterfamilie￿ mit￿ einem￿ speziellen,￿ eventuell￿ neuen￿ Liganden￿ handelt.￿ Viele￿ der￿
orphan-Rezeptoren￿wurden￿bisher￿nur￿aus￿expressed￿sequence￿tags￿(ESTs)￿voraus￿gesagt￿
-￿das￿ sind￿ DNA-Bruchstücke,￿ die￿ beim￿ Analysieren￿ des￿ Genoms￿ auftreten￿ und￿ in￿ z.T.￿
öffentlichen￿Datenbanken￿zugänglich￿sind￿-￿und￿müssen￿noch￿als￿Klone￿in￿voller￿Länge￿kloniert￿
werden.￿Man￿geht￿davon￿aus,￿dass￿nach￿der￿kompletten￿Analyse￿des￿humanen￿Genoms￿etwa￿
200-500￿ orphan-GPCRs￿ identifiziert￿ sein￿ werden￿ (Howard￿ et￿ al.,￿ 2001).￿ Die￿ Familie￿ der￿
GPCRs￿ und￿ damit￿ insbesondere￿ der￿ orphan-GPCRs￿ ist￿ von￿ besonderem￿ Interesse,￿ da￿ im￿
Moment￿ca.￿50%￿der￿auf￿dem￿Markt￿befindlichen￿Medikamente￿an￿GPCRs￿angreifen￿(siehe￿
















Liganden￿ möglich￿ werden.￿ Dies￿ führte￿ bei￿ den￿ Rezeptoren￿ RDC7￿ und￿ RDC8￿ zur￿
Identifizierung￿als￿Adenosinrezeptoren￿(Maenhaut￿et￿al.,1990;￿Libert￿et￿al.,￿1991).￿
3)￿ Gewebeextrakte￿ können￿ in￿ funktionellen￿ Versuchen￿ mit￿ orphan-GPCRs￿ eingesetzt￿











einen￿ bestimmten￿ Signaltransduktionsweg￿ zu￿ koppeln,￿ den￿ diese￿ nativ￿ nicht￿ anschalten￿
können.￿Da￿für￿orphan-GPCRs￿noch￿keine￿Signaltransduktionswege￿bekannt￿sind,￿kann￿mit￿
Hilfe￿ dieser￿ G-Proteine￿ ein￿ für￿ den￿ zu￿ untersuchenden￿ Rezeptor￿ eigentlich￿ ungeeignetes￿







1993;￿ Weiss￿ et￿ al.,￿ 1996).￿ In￿ der￿ aktiven￿ Konformation￿ R*￿ kommt￿ es￿ zur￿ Kopplung￿ des￿
Rezeptors￿an￿G-Proteine￿und￿somit￿zu￿einer￿messbaren￿zellulären￿oder￿pharmakologischen￿
Antwort.￿Bei￿mehreren￿GPCRs￿wurde￿diese￿als￿konstitutive￿Aktivität￿bezeichnete￿Eigenschaft￿
beobachtet,￿ wenn￿ die￿ Rezeptoren￿ in￿ rekombinanten￿ Systemen￿ überexprimiert￿ wurden￿
(Samama￿et￿al.,￿1993;￿van￿Sande￿et￿al.,￿1995;￿Kenakin,￿1996;￿Chen￿et￿al.,￿2000).￿Sie￿kann￿
beim￿ Screenen￿ von￿ GPCRs￿ genutzt￿ werden:￿ Liganden,￿ die￿ eine￿ gewisse￿ Affinität￿ zum￿
Rezeptor￿ aufweisen,￿ werden￿ angewandt,￿ um￿ die￿ verschiedenen￿ Rezeptorkonformationen￿
neu￿ zu￿ verteilen.￿ Inverse￿ Agonisten￿ stabilisieren￿ den￿ inaktiven￿ Zustand￿ (R),￿ agonistische￿
Liganden￿stabilisieren￿bevorzugt￿den￿aktiven￿Zustand￿(R*)￿(Milligan￿et￿al.,￿1995),￿neutrale￿













Brown,￿ 1999)￿ in￿ Zusammenhang￿ gebracht;￿ einen￿ Überblick￿ gibt￿ Coughlin￿ (1994).￿ CAMs￿









nen￿ Endpunkt￿ darstellt.￿ Im￿ Gegensatz￿ dazu￿ zeigt￿ die￿ Ala293Glu-Mutante￿ des￿ gleichen￿
Rezeptors￿konstitutive￿Aktivität￿bei￿beiden￿Signaltransduktionswegen￿(Perez￿et￿al.,￿1996).￿
Genauso￿ wenig￿ ist￿ bekannt,￿ ob￿ CARs,￿ die￿ in￿ der￿ Lage￿ sind,￿ mehrere￿ Signal-
transduktionswege￿anzuschalten,￿diese￿unterschiedlich￿beeinflussen.￿￿
1.1.4￿ GPCRs￿in￿der￿Therapie￿







GPCR￿von￿ Therapeutika￿ GPCR￿von￿ Therapeutika￿















Zudem￿ konnten￿ mehrere￿ erbliche￿ Krankheiten￿ auf￿ Mutationen￿ in￿ GPCRs￿ zurückgeführt￿
werden,￿die￿zu￿Fehlfunktionen￿in￿den￿entsprechenden￿Gebieten￿führen￿(siehe￿Tabelle￿3).￿
￿

















Als￿ neue￿ potentielle￿ „Kandidaten“￿ für￿ die￿ Entwicklung￿ neuer￿ Therapien￿ in￿ der￿ Herz-






Mitte￿ bis￿ Ende￿ des￿ 19.￿ Jahrhunderts￿ wurden￿ die￿ Lysophospholipide￿ (LPLs)￿ Sphingosin-1-
Phosphat￿(S1P)￿und￿Lysophosphatidsäure￿(LPA;￿1-Acy-2-hydroy(lyso)-sn-glycero-3-phosphat)￿
zusammen￿ mit￿ weiteren￿ mit￿ organischen￿ Lösungsmitteln￿ extrahierbaren￿ Substanzen￿ aus￿
Zellen￿und￿Geweben￿extrahiert.￿￿




später￿ Acetalphosphatidsäure￿ identifizieren.￿ Auch￿ wenn￿ es￿ sich￿ hier￿ nicht￿ direkt￿ um￿ LPA￿
handelte,￿ stellt￿ diese￿ Arbeit￿ jedoch￿ die￿ erste￿ dar,￿ die￿ die￿ physiologische￿ Wirkung￿ eines￿
Lysophospholipides￿ beschreibt.￿ Erst￿ 1978￿ wurden￿ die￿ vasopressiven￿ Effekte￿ eines￿
Sojabohnenextraktes￿ -￿ als￿ Wirkstoff￿ stellte￿ sich￿ LPA￿ heraus￿ -￿ (Tokumura￿ et￿ al.,￿ 1978)￿




beschrieben￿ (Stoffel,￿ 1970).￿ Als￿ 1990￿ gezeigt￿ werden￿ konnte,￿ dass￿ S1P￿ ein￿ potentes￿
mitogenes￿Agens￿in￿diversen￿Zellarten￿darstellt￿(Zhang￿et￿al.,1990),￿kam￿die￿Vermutung￿auf,￿
dass￿ S1P￿ eine￿ andere￿ wichtige￿ physiologische￿ Rolle￿ spielen￿ könnte.￿ Im￿ darauffolgenden￿
Jahrzehnt￿ wurde￿ die￿ Beteiligung￿ von￿ S1P￿ bei￿ einer￿ Vielzahl￿ von￿ biologischen￿ Prozessen￿
gezeigt.￿1998￿konnte￿dann￿der￿schon￿1990￿publizierte￿Rezeptor￿edg1￿(heute￿S1P1)￿als￿der￿
erste￿von￿fünf￿hochaffinen￿S1P-Rezeptoren￿identifiziert￿werden￿(Lee￿et￿al.,￿1998).￿
Wirft￿ man￿ einen￿ Blick￿ auf￿ die￿ Publikationen,￿ die￿ in￿ den￿ letzten￿ Jahren￿ auf￿ dem￿
Forschungsgebiet￿der￿Phospholipide￿entstanden￿sind,￿wird￿deutlich,￿welche￿Bedeutung￿diese￿
Substanzklasse￿hat.￿Während￿im￿Jahr￿1993￿noch￿etwa￿5￿Veröffentlichungen￿zu￿registrieren￿











Die￿ Konzentration￿ von￿ LPA￿ im￿ Serum￿ liegt￿ zwischen￿ 1-10￿ µM,￿ während￿ die￿ normalen￿
Konzentrationen￿im￿Plasma￿deutlich￿geringer￿sind.￿Dies￿unterstützt￿die￿These,￿dass￿Plättchen,￿
die￿ihre￿Produkte￿in￿das￿Serum￿abgeben,￿die￿Hauptquelle￿von￿LPA￿darstellen￿(Eichholtz￿et￿al.,￿






LPA￿ verstärkt￿ (Goetzl￿ et￿ al.,￿ 2000).￿ Interessanterweise￿ ist￿ LPA￿ auch￿ ein￿ Bestandteil￿ des￿
oxidierten￿ Low-density-Lipoprotein,￿ dem￿ „schlechten“￿ Teil￿ der￿ cholesterinenthaltenden￿
Lipoproteine￿(Siess￿et￿al.,￿1999).￿￿
S1P￿ kommt￿ im￿ Serum￿ in￿ einer￿ Konzentration￿ von￿ 400–500￿ nM￿ vor,￿ im￿ Plasma￿ ist￿ die￿
Konzentration￿ etwa￿ halb￿ so￿ groß.￿ S1P￿ wird￿ in￿ Plättchen￿ gespeichert￿ und￿ aus￿ diesen￿
freigesetzt,￿ sobald￿ diese￿ aktiviert￿ werden.￿ Es￿ kann￿ jedoch￿ auch￿ in￿ vielen￿ verschiedenen￿
Zelltypen￿ synthetisiert￿ werden,￿ wenn￿ diese￿ von￿ extrazellulären￿ Stimulantien￿ wie￿
Wachstumsfaktoren￿oder￿Zytokinen￿aktiviert￿werden.￿
Abbildung￿4:￿ ￿Strukturformel￿von￿S1P￿und￿LPA￿
LPA￿und￿S1P￿können￿beide￿ in￿Zellen￿biosynthetisiert￿ werden,￿ entweder￿de￿novo￿oder￿als￿











geben￿ werden￿ kann.￿ Zellmembranen￿ enthalten￿ nur￿ geringe￿ Mengen￿ an￿ freiem￿ LPA,￿











Abbildung￿ 5:￿ Biosynthesewege￿ von￿ LPA.￿ PL:￿ Phospholipide;￿ sPLA2:￿ Kleine￿ PhospholipaseA2;￿
PLC:￿Phospholipase￿ C;￿ PLD:￿ Phospholipase￿ D;￿ DAGK:￿ Diacylglycerolkinase.￿ Modifiziert￿ nach￿
Goetzel￿et￿al.￿(1997).￿
Die￿Schritte,￿die￿zur￿Bildung￿von￿S1P￿führen,￿ähneln￿im￿großen￿und￿ganzen￿denen￿des￿LPA,￿
jedoch￿ ist￿ mehr￿ über￿ die￿ zelluläre￿ Kompartimentierung￿ der￿ einzelnen￿ Teilschritte￿ des￿
Prozesses￿bekannt￿(Spiegel￿&￿Milstien,￿1995;￿Spiegel￿&￿Merill,￿1996).￿Der￿initiale￿intrazelluläre￿
Schritt￿der￿de-novo-Biosynthese￿von￿Sphingoiden￿basiert￿auf￿der￿Kondensation￿von￿Fettsäure-￿
CoA￿ und￿ Serin￿ unter￿ Bildung￿ eines￿ 3-Ketosphinganins.￿ Dieses￿ wird￿ reduziert￿ und￿ in￿
Dihydroceramid￿ umgewandelt.￿ Alle￿ diese￿ Schritte￿ finden￿ im￿ endoplasmatischen￿ Reticulum￿





mittels￿ Ceramidasen￿ statt.￿ Demgegenüber￿ ist￿ die￿ Aktivität￿ des￿ Enzyms￿ Sphingosinkinase,￿
welches￿für￿die￿darauffolgende￿Bildung￿von￿S1P￿aus￿Sph￿zuständig￿ist,￿im￿endoplasmatischen￿































Abbildung￿6:￿ Biosynthese￿ von￿ S1P;￿ D-MAPP:￿ D-Erythro-2-(N-myristoylamino)-1-phenylpropanol.￿
Modifiziert￿nach￿Pyne￿&￿Pyne￿(2000b).￿
Das￿ Zusammenspiel￿ zwischen￿ Sphingosinkinase￿ und￿ S1P-Lyase￿ bestimmt￿ somit￿ die￿
Konzentration￿von￿S1P￿und￿sorgt￿dafür,￿dass￿ein￿Gleichgewicht￿zwischen￿Ceramid￿und￿S1P￿
aufrechterhalten￿ wird.￿ Diese￿ dynamische￿ Balance￿ zwischen￿ Ceramid￿ und￿ Sph￿ sowie￿ S1P￿




LPA￿ und￿ S1P￿ haben￿ in￿ den￿ letzten￿ Jahren￿ viel￿ Aufmerksamkeit￿ auf￿ sich￿ gezogen,￿ da￿ sie￿
Einfluss￿auf￿viele￿wichtige￿biologische￿Funktionen￿nehmen￿(Moolenaar￿et￿al.,￿1997;￿Pyne￿&￿
Pyne,￿ 2000b;￿ Morris,￿ 1999;￿ Lynch￿ &￿ Im,￿ 1999)￿ und￿ regelmäßig￿ neue￿ Wirkungen￿ der￿
Lysophospholipide￿beschrieben￿werden.￿
Zu￿den￿biologischen￿Antworten,￿die￿LPA￿hervorrufen￿kann,￿gehören￿die￿Plättchen-Aggregation￿
(Jalink￿ et￿ al.,￿ 1994;￿ Siess￿ et￿ al.,￿ 1999;￿ Gueguen￿ et￿ al.,￿ 1999),￿ die￿ Kontraktion￿ glatter￿























































sowie￿ eine￿ eventuelle￿ Verbindung￿ zu￿ Brustkrebs￿ und￿ Ovarialkarzinomen￿ erst￿ vor￿ einigen￿
Jahren￿ bekannt￿ geworden￿ sind.￿ Die￿ wachstumsfaktorähnlichen￿ Effekte￿ von￿ LPA￿ bei￿ der￿








gebracht.￿ Auf￿ zellulärer￿ Ebene￿ bewirkt￿ S1P￿ u.a.￿ die￿ Aktivierung￿ der￿ PLC-b￿ und￿ die￿
darauffolgende￿ Freisetzung￿ von￿ intrazellulärem￿ Ca2+￿ (Kon￿ et￿ al.,￿ 1999;￿ Ancellin￿ and￿ Hla,￿
1999),￿ die￿ Aktivierung￿ des￿ MAP-Kinasen-Signaltransduktionsweges￿ (An￿ et￿ al.,￿ 2000),￿ die￿
Stimulation￿des￿einwärts￿rektifizierenden￿K+-Kanals￿(Van￿Koppen￿et￿al.,￿1996;￿Himmel￿et￿al.,￿





Untersuchungen￿ durchgeführt￿ wurden￿ (Wang￿ et￿ al.,￿ 1999a;￿ Lee￿ et￿ al.,￿ 1999a;￿ Lee￿ et￿ al.,￿
1999b).￿Diese￿spielt￿u.a.￿in￿der￿Herz-Kreislaufforschung￿eine￿wichtige￿Rolle.￿Auf￿dem￿Gebiet￿
der￿Entzündungen￿scheint￿S1P￿ebenfalls￿von￿Relevanz￿zu￿sein￿(Panetti￿et￿al.,￿2001),￿da￿es￿u.a.￿
die￿ Migration￿ der￿ Leukozyten￿ beeinflusst.￿ Die￿ in￿ Abhängigkeit￿ vom￿ Zelltyp￿ auftretenden￿





schen￿ Zuständen￿ beobachtet￿ werden:￿ Akuten￿ Lungenkrankheiten,￿ Verletzung￿ von￿ Oberflä-Einleitung￿
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chenendothelzellen￿durch￿Erfrierungen￿oder￿Verbrennungen￿sowie￿bei￿verschiedenen￿Mela-
nomen￿ und￿ Ovarialkarzinomen.￿ Existierende￿ Tiermodelle￿ werden￿ hier￿ weitere￿ Aufklärung￿
liefern.￿Als￿relativ￿gesichert￿gilt￿jedoch,￿dass￿LPA￿-￿Plasmakonzentrationen￿von￿LPA￿steigen￿













alle￿ in￿ der￿ Literatur￿ verwendeten￿ Benennungen￿ aufgeführt.￿ Die￿ offizielle,￿ von￿ der￿ IUPHAR￿














vermittelt￿ werden.￿ 1996￿ gelang￿ dann￿ das￿ Klonieren￿ und￿ das￿ deorphaning￿ des￿ ersten￿
LPA-Rezeptors￿im￿Zuge￿von￿Entwicklungsstudien￿an￿der￿Hirnrinde￿der￿Maus.￿Die￿Experimente￿
waren￿ darauf￿ ausgerichtet,￿ GPCRs￿ zu￿ identifizieren,￿ die￿ mit￿ der￿ Neuronenproduktion￿ in￿Einleitung￿
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Verbindung￿stehen￿(Hecht￿et￿al.,￿1996).￿Der￿erste￿S1P-Rezeptor￿wurde￿1990￿von￿Hla￿und￿
Maciag￿ kloniert￿ und￿ 1998￿ von￿ Lee￿ et￿ al.￿ (1998b)￿ als￿ S1P-Rezeptor￿ charakterisiert.￿ Da￿ er￿










Forskolin-induzierte￿ cAMP-Produktion.￿ Der￿ S1P1-Rezeptor￿ ist￿ an￿ der￿ Regulierung￿ der￿





aufgrund￿ seiner￿ Expression￿ in￿ Endothelzellen￿ in￿ den￿ meisten￿ peripheren￿ Geweben￿ weit￿
verbreitet￿(Hla￿et￿al.,￿1990),￿wurde￿jedoch￿auch￿in￿zerebralen￿Zellen￿gefunden￿(Liu￿et￿al.,￿1997).￿
S1P2￿(edg5):￿Der￿S1P2-Rezeptor￿wird￿von￿S1P￿mit￿einem￿KD￿von￿20-27￿nM￿(Zhang￿et￿al.,￿
1999)￿ aktiviert.￿ Im￿ Gegensatz￿ zum￿ S1P1-Rezeptor￿ koppelt￿ der￿ S1P2-Rezeptor￿ an￿ mehrere￿




für￿ die￿ Funktion￿ des￿ S1P2-Rezeptors￿ gibt￿ die￿ Entdeckung￿ einer￿ Mutante￿ des￿ Zebrafischs￿
S1P2-Rezeptors￿mil,￿miles￿apart.￿Hier￿weisen￿Untersuchungen￿darauf￿hin,￿dass￿der￿Rezeptor￿in￿
der￿Entwicklung￿des￿Herzens￿eine￿Rolle￿spielt.￿Der￿S1P2-Rezeptor￿ist￿in￿Lunge,￿Herz￿und￿Hirn￿
exprimiert￿ (Zhang￿ et￿ al.,￿ 1999)￿ und￿ schon￿ während￿ der￿ embryonalen￿ Entwicklung￿ im￿ Hirn￿
nachweisbar￿(Mc￿Lennan￿et￿al.,￿1994).￿
S1P3￿(edg3):￿Wie￿der￿S1P2-Rezeptor￿wird￿auch￿der￿S1P3-Rezeptor￿mit￿einem￿KD￿von￿23-


















Letalität￿ (eine￿ genauere￿ Beschreibung￿ siehe￿ Contos￿ et￿ al.,￿ 2000a).￿ Die￿ Expression￿ des￿





für￿ das￿ Koppeln￿ an￿ das￿ G-Protein￿ essentiell￿ ist,￿ könnte￿ dies￿ eine￿ Ursache￿ für￿ abnorme￿
Zelltransformationen￿darstellen￿(Contos￿&￿Chun,￿2000b).￿Zudem￿wird￿der￿Rezeptor￿mit￿den￿














Xu￿ et￿ al.,￿ 2000)￿ sowie￿ Lysophosphatidylcholin￿ (G2A;￿ Kabarowski￿ et￿ al.,￿ 2001)￿ hochaffin￿









erforderlich,￿ alle￿ Rezeptoren￿ zu￿ identifizieren,￿ die￿ in￿ die￿ Effekte￿ der￿ Lipide￿ involviert￿ sein￿
können.￿￿
Ziel￿ dieser￿ Arbeit￿ war￿ es,￿ nach￿ der￿ bioinformatischen￿ Identifizierung￿ neuer￿ potentieller￿
S1P/LPA/LPL-Rezeptoren￿diese￿zunächst￿bezüglich￿ihrer￿Expression￿zu￿charakterisieren.￿
Danach￿sollten￿biologisch￿aktive￿Substanzen￿identifiziert￿werden,￿die￿die￿neuen￿Rezeptoren￿
agonistisch,￿ antagonistisch￿ oder￿ allosterisch￿ modulieren.￿ Dies￿ sollte￿ mit￿ Hilfe￿ eines￿
„Universalassayverfahrens“￿ unter￿ Nutzung￿ von￿ modifizierten￿ G-Proteinen￿ mit￿ der￿ Fähigkeit,￿
GPCRs￿ aus￿ unterschiedlichen￿ funktionellen￿ Klassen￿ an￿ einen￿ zellulären￿ Effektorweg￿ zu￿
koppeln,￿ erfolgen.￿ In￿ diesem￿ Verfahren￿ identifizierte￿ Substanzen￿ sollten￿ danach￿ zur￿
Charakterisierung￿ der￿ Signaltransduktionswege￿ herangezogen￿ werden.￿ Zudem￿ sollten￿
Besonderheiten￿ bei￿ der￿ Rezeptorexpression￿ in￿ Säugerzellen￿ wie￿ konstitutive￿ Aktivität,￿
morphologische￿ Veränderungen￿ oder￿ Speziesunterschiede￿ von￿ Rezeptororthologen￿
herausgearbeitet￿werden.￿￿




In￿ diesem￿ Kapitel￿ werden￿ die￿ angewandten￿ molekularbiologischen,￿ zellbiologischen￿ und￿




Nach￿ der￿ Transformation￿ der￿ Plasmid-DNA￿ in￿ Bakterien￿ mittels￿ Hitzeschock￿ wurden￿ zwei￿
Methoden￿ zur￿ Isolierung￿ und￿ Reinigung￿ der￿ DNA￿ angewandt:￿ Die￿ Mini-￿ und￿ die￿
Maxipräparation.￿ Erstere￿ diente￿ zur￿ Herstellung￿ geringer￿ DNA-Mengen,￿ welche￿ durch￿
Restriktionsanalyse￿ und￿ Sequenzierung￿ auf￿ ihre￿ Richtigkeit￿ geprüft￿ wurden.￿ Mittels￿
Maxipräparation￿wurde￿die￿Plasmid-DNA￿in￿der￿erforderlichen￿Menge￿hergestellt,￿die￿Qualität￿
sowie￿die￿DNA-Menge￿wurden￿photometrisch￿sowie￿durch￿Auftragen￿auf￿ein￿Agarosegel￿nach￿
Linearisierung￿ bestimmt.￿ Die￿ gewonnene￿ Plasmid-DNA￿ wurde￿ zur￿ Transfektion,￿ als￿ PCR-
Mutterstrang￿ zur￿ Herstellung￿ weiterer￿ Konstrukte,￿ zur￿ Gewinnung￿ von￿ cRNA￿ sowie￿ als￿
Positivkontrolle￿bei￿der￿qualitativen￿PCR￿verwendet.￿
2.1.1.1￿ Transformation￿mittels￿Hitzeschock￿
Zur￿ Transformation￿ von￿ Plasmid-DNA￿ in￿ Bakterien￿ wurden￿ folgende￿ genetisch￿ veränderte￿
E.coli-Stämme￿ verwendet:￿ DH5a￿ (Gibco￿ BRL)￿ oder￿ MC1061￿ (Invitrogen)￿ (Angaben￿ zum￿
Genotyp￿ siehe￿ Tabelle￿ in￿ Sambrock￿ et￿ al.,￿ Appendix￿ A9).￿ Standardmäßig￿ erfolgte￿ die￿
Transformation￿ in￿ DH5a-Bakterien.￿ Zur￿ Transformation￿ von￿ Plasmiden,￿ bei￿ denen￿ die￿
Ampicillinresistenz￿hinter￿einem￿STOP-Codon￿liegt￿und￿somit￿nicht￿abgelesen￿werden￿kann￿











(100￿ mg/l￿ Ampicillin,￿ Sigma,￿ Tabelle￿ 5)￿ ausgestrichen￿ und￿ bei￿ 37° C￿ über￿ Nacht￿ inkubiert.￿
Wurde￿ die￿ Transformation￿ zur￿ Plasmidgewinnung￿ mittels￿ Maxipräparation￿ (siehe￿ Abschnitt￿Material￿und￿Methoden￿
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2.1.1.3)￿durchgeführt,￿wurde￿der￿komplette￿Ansatz￿in￿100￿ml￿2YT-Medium￿(100￿mg/l￿Ampicillin,￿
Sigma)￿ in￿ einem￿ 250-ml-Schikaneerlenmeyerkolben￿ über￿ Nacht￿ bei￿ 37° C￿ im￿ Inkubator￿
geschüttelt.￿










Einzelkolonie￿ der￿ transformierten￿ Bakterien￿ angeimpft￿ und￿ über￿ Nacht￿ (14-16￿ h)￿ bei￿ 37° C￿
geschüttelt.￿1,5￿ml￿dieser￿Kultur￿wurden￿1￿min￿bei￿13000￿rpm￿in￿einer￿Tischzentrifuge￿(EBA￿12,￿
Hettich-Zentrifugen)￿ abzentrifugiert￿ und￿ der￿ Überstand￿ wurde￿ vorsichtig￿ dekantiert.￿ Die￿
restlichen￿ 1,5￿ml￿ wurden￿ zur￿ eventuellen￿ Weiterverwendung￿ für￿ die￿ Maxipräparation￿ im￿
Kühlschrank￿ für￿ maximal￿ fünf￿ Tage￿ gelagert.￿ Die￿ Isolierung￿ der￿ DNA￿ aus￿ dem￿







an￿ die￿ Säulenmatrix.￿ Das￿Waschen￿ mit￿ einem￿ Puffer￿ mittlerer￿ Salzkonzentration￿ dient￿ der￿
Entfernung￿von￿RNA,￿Proteinen￿und￿niedermolekularen￿Verunreinigungen.￿Die￿Elution￿erfolgt￿






des￿ Herstellers.￿ Die￿ DNA￿ wurde￿ in￿ 200￿ µl￿ Elutionspuffer￿ aufgenommen.￿ Zur￿ Stabilisierung￿
wurde￿der￿Lösung￿Na-EDTA￿(1￿mM,￿Sigma)￿hinzugefügt.￿Material￿und￿Methoden￿
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NaCl￿ ￿ (Sigma)￿ ￿ ￿ ￿￿5￿g￿































diesem￿ Abschnitt￿ beschrieben:￿ Die￿ photometrische￿ Untersuchung￿ von￿ DNA,￿ die￿
Sequenzierung￿ der￿ DNA￿ sowie￿ der￿ Restriktionsverdau￿ mit￿ geeigneten￿ Enzymen￿ und￿
anschließender￿Agarose-Gelelektrophorese.￿
2.1.2.1￿ Photometrische￿Analyse￿von￿Nukleinsäuren￿
Die￿ Absorptionsmessung￿ einer￿ geeigneten￿ DNA-Verdünnung￿ bei￿ 260￿ nm￿ und￿ 280￿ nm￿ mit￿￿
einem￿ Photometer￿ (Gene￿ Quant￿ II,￿ Pharmacia￿ Biotech)￿ wurde￿ zur￿ Gehalts-￿ und￿
Reinheitsbestimmung￿ von￿ Nukleinsäuren￿ verwendet.￿ Aus￿ der￿ gemessenen￿ Absorption￿ bei￿
260￿nm￿ und￿ dem￿ bekannten￿ Extinktionskoeffizienten￿ (die￿ optische￿ Dichte￿ von￿ 1￿ entspricht￿
einer￿ Konzentration￿ von￿ 50￿ µg/ml￿ doppelsträngiger￿ DNA,￿ 40￿ µg/ml￿ RNA￿ oder￿ ~￿ 33￿ µg/ml￿
einzelsträngiger￿Nukleotide,￿Sambrook￿et￿al.,￿1989)￿kann￿die￿Konzentration￿mit￿dem￿Lambert-
Beerschen-￿Gesetz￿berechnet￿werden.￿Der￿Quotient￿von￿A260/A280￿–￿welcher￿einen￿Wert￿für￿den￿








Analyzer￿ über￿ eine￿ Polyacrylamid-Gelmatrix￿ in￿ einer￿ Glasfaserkapillare￿ aufgetrennt￿ und￿
anschließend￿spektroskopisch￿ausgewertet.￿
Das￿Prinzip￿dieser￿Sequenziermethode￿beruht￿auf￿dem￿Einbau￿modifizierter￿Didesoxynukleo-
tide￿ während￿ der￿ PCR-Reaktion,￿ welcher￿ zum￿ Kettenabbruch￿ führt,￿ da￿ den￿




































(Liste￿ der￿ Enzyme￿ sowie￿ der￿ optimalen￿ Puffer￿ siehe￿ NEB-Katalog).￿ Die￿ Reaktion￿ wurde￿
entweder￿durch￿Hitzeinaktivierung￿und￿anschließendes￿Entfernen￿der￿Enzyme￿und￿Nukleotide￿
mittels￿ des￿ QIAquick-Nucleotide-Removal-Kits￿ (Qiagen)￿ oder￿ durch￿ Zugabe￿ von￿
1/6￿ des￿
Volumens￿ an￿ Ladepuffer￿ (Gensura,￿ enthält￿ 30￿ mM￿ EDTA)￿ gestoppt.￿ Die￿ unter￿ 2.1.2.4￿




durch￿ Wandern￿ im￿ elektrischen￿ Feld￿ (DNA￿ wandert￿ aufgrund￿ Ihre￿ negativen￿ Ladung￿ im￿
elektrischen￿Feld￿zur￿Anode)￿aufgetrennt.￿Die￿Wanderungsgeschwindigkeit￿steht￿hierbei￿im￿
reziproken￿Verhältnis￿zur￿Größe.￿In￿Abhängigkeit￿von￿der￿erwarteten￿Bandengröße￿können￿die￿
Konzentration￿ des￿ Agarosegels￿ sowie￿ die￿ Laufzeit￿ variiert￿ werden.￿ Je￿ kleiner￿ die￿
Fragmentgröße,￿umso￿höher￿sollte￿die￿gewählte￿Agarosekonzentration￿sein.￿Diese￿Methode￿
wird￿ standardmäßig￿ zur￿ Identifizierung,￿ Reinigung￿ und￿ Trennung￿ sowie￿ zur￿ präparativen￿






Die￿ mit￿ Ladepuffer￿ versetzten￿ DNA-Proben￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 2.1.2.3)￿ sowie￿ der￿ DNA-
Molekulargewichtsmarker￿ wurden￿ in￿ die￿ Geltaschen￿ pipettiert￿ und￿ eine￿ Spannung￿ von￿ 60-￿
120￿V￿angelegt.￿Nach￿1-2￿h￿erfolgte￿die￿Auswertung￿des￿Trennmusters￿bei￿302￿nm￿(UV-Licht;￿
Herolab￿ 2020).￿ Diese￿ Wellenlänge￿ regt￿ das￿ in￿ die￿ DNA-Doppelstränge￿ interkalierende￿
Ethidiumbromid￿zur￿Fluoreszenz￿an.￿
2.1.3￿ ￿ DNA-Reinigung￿
Zum￿ Entfernen￿ zu￿ hoher￿ Salzkonzentrationen,￿ inkomplett￿ verdauter￿ Plasmidstücke￿ oder￿
Proteinverunreinigungen￿(Restriktionsenzymen,￿alkalischen￿Phosphatasen,￿Polymerasen￿etc.)￿
















Für￿ die￿ Isolierung￿ von￿ DNA-Fragmenten￿ aus￿ Agarosegelen￿ wurde￿ der￿ QIAquick-Gel-
Extraction-Kit￿(Qiagen)￿verwendet.￿Mit￿Hilfe￿dieser￿Technik￿können￿DNA-Fragmente￿zwischen￿
50￿bp￿und￿50￿kb￿isoliert￿werden.￿Prinzip￿dieses￿Elutionssystems￿ist￿die￿Bindung￿der￿DNA￿an￿




möglich￿ aus￿ dem￿ präparativen￿ Agarosegel￿ herausgeschnitten￿ und￿ nach￿ Angaben￿ des￿





angewandt.￿ Phenol￿ fällt￿ als￿ denaturierendes￿ Reagenz￿ Proteine,￿ die￿ sich￿ daraufhin￿ in￿ der￿
Interphase￿ zwischen￿ der￿ organischen￿ Phenol-Phase￿ und￿ der￿ wässrigen￿ DNA-Phase￿
konzentrieren.￿ Das￿ Chloroform￿ dient￿ der￿ Stabilisierung￿ der￿ Phasengrenze￿ sowie￿ zur￿
Verstärkung￿des￿denaturierenden￿Effekts.￿Die￿wässrige￿DNA-haltige￿Phase￿wird￿abgenommen,￿




und￿ einem￿ jeweils￿ anschließenden￿ Zentrifugationsschritt￿ (5￿ min,￿ 13000￿ rpm,￿ EBA￿ 12,￿
Hettich-Zentrifugen)￿wurde￿die￿obere,￿wässrige￿Phase￿mit￿dem￿gleichen￿Volumen￿Chloroform￿Material￿und￿Methoden￿
￿ 29





















wäre.￿ Da￿ genomische￿ DNA￿ die￿ gesamte￿ Erbinformation￿ besitzt,￿ verfälschen￿ diese￿
Verunreinigungen￿die￿Expressionsanalysen￿auf￿RNA-Ebene￿mittels￿PCR.￿
Die￿Prüfung￿auf￿Verunreinigung￿der￿RNA￿durch￿genomische￿DNA￿erfolgte￿mittels￿PCR￿mit￿dem￿
GC-Melt￿ Kit.￿ Hierfür￿ wurden￿ 500￿ ng￿ der￿ isolierten￿ RNA￿ direkt￿ eingesetzt.￿ Die￿ PCR￿ wurde￿￿
mit￿ den￿ folgenden￿ Oligos,￿ die￿ für￿ den￿ Ratten-GPR￿ 19￿ (AccNr.U65417)￿ kodieren,￿￿
durchgeführt:￿ 1)￿ vorwärts￿ 5´-CCTCTGAGCTTCAAGGTGTCCAGAG-3´￿ und￿ 2)￿ rückwärts￿
5´CCGTCTTCACCTTGGTCCTGGGG-3´.￿ Die￿ PCR-Bedingungen￿ wurden￿ wie￿ in￿ Abschnitt￿
2.1.6.2￿ beschrieben￿ gewählt.￿ Die￿ Auftrennung￿ der￿ PCR-Produkte￿ erfolgte￿ durch￿
Agarosegelelektrophorese￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 2.1.2.4).￿ Im￿ Falle￿ einer￿ Verunreinigung￿ durch￿
genomische￿DNA￿war￿eine￿Bande￿bei￿625￿bp￿erkennbar.￿
Die￿für￿Zelllysate￿angewandte￿Isolierung￿mittels￿TRIzol￿erwies￿sich￿für￿die￿Isolierung￿von￿RNA￿






Pure-RNA-Tissue-Kit￿ (Roche),￿ Micro-to-Midi-Total-RNA-Purification-System￿ (Invitrogen),￿
RNeasy-Maxi-Kit￿(Qiagen),￿RNeasy-Midi-Kit,￿RNA/DNA-Maxi-Kit￿(Qiagen).￿
Die￿ Isolierung￿ wurde￿ wie￿ von￿ den￿ jeweiligen￿ Herstellern￿ angegeben￿ durchgeführt.￿ Als￿
Testgewebe￿wurde￿Nierengewebe￿einer￿Wistar-Ratte￿verwendet.￿In￿Abbildung￿7,￿Banden￿1-9,￿
sind￿ die￿ Ergebnisse￿ der￿ PCR￿ mit￿ den￿ verschiedenen￿ RNA-Präparationen￿ dargestellt.￿ Alle￿
verwendeten￿ Kitsysteme￿ zeigten￿ eine￿ deutlich￿ niedrigere￿ Kontamination￿ der￿ RNA￿ mit￿
genomischer￿DNA￿als￿die￿mit￿TRIzol￿isolierte￿RNA￿(Bande￿8).￿Bis￿auf￿den￿High-Pure-RNA-




Abbildung￿7:￿ Kontamination￿ mit￿ genomischer￿ DNA￿ in￿ verschiedenen￿ RNA-Präparationen.￿ 500￿ ng￿
Gesamt-RNA￿ wurden￿ mittels￿ PCR￿ auf￿ Kontamination￿ mit￿ genomischer￿ DNA￿ getestet.￿ Eine￿
Bande￿bei￿625￿bp￿deutet￿auf￿eine￿Kontamination￿hin.￿Die￿RNA￿wurde￿mit￿folgenden￿Systemen￿
isoliert:￿ 1:￿ RNeasy-Midi-Kit￿ (Qiagen);￿ 2:￿ RNA/DNA-Maxi-Kit￿ (Qiagen);￿ 3:￿ Micro-to-Midi-Total-
RNA-Purification-System￿ (Invitrogen);￿ 4:￿ RNeasy-Maxi-Kit￿ (Qiagen);￿ 5:￿ RNA/DNA-Maxi-Kit￿
(Qiagen)￿ mit￿ DNaseDau;￿ 6:￿ High-Pure-RNA-Tissue-Kit￿ (Roche);￿ 7:￿ TRIzol￿ mit￿ DNAseDau;￿
8:￿TRIzol;￿9:￿neg.￿Kontrolle;￿M:￿500-kb-Marker￿
Aufgrund￿ der￿ deutlich￿ größeren￿ Gewebemengen,￿ die￿ beim￿ RNeasy-Maxi-Kit/Säule￿
aufgearbeitet￿werden￿können￿(bis￿zu￿1￿g￿versus￿25￿mg)￿wurde￿für￿die￿weitere￿RNA-Isolierung￿
der￿RNeasy-Maxi-Kit￿verwendet:￿￿
Hier￿ werden￿ die￿ Gewebeproben￿ in￿ einem￿ Guanidinthiocyanat-haltigen￿ Puffer￿ lysiert￿ und￿
homogenisiert.￿ Guanidinthiocyanat￿ als￿ stark￿ denaturierendes￿ Reagenz￿ ermöglicht￿ durch￿
Inaktivierung￿ der￿ RNasen￿ die￿ Isolierung￿ von￿ intakter￿ RNA.￿ Nach￿ Ethanolzugabe￿ wird￿ die￿









wird￿ nach￿ dem￿ Homogenisieren￿ ein￿ Proteinase-Verdau-Schritt￿ (mit￿ Proteinase￿ K,￿ Qiagen)￿









oder￿ verschmierte,￿ nicht￿ differenzierbare￿ Banden￿ weisen￿ auf￿ eine￿ Zersetzung￿ oder￿
Kontamination￿der￿RNA￿hin.￿
Abbildung￿8:￿ Gelelektrophoretische￿ Auftrennung￿ von￿ Gesamt-RNA.￿ 4￿ unterschiedliche￿ RNA-Proben￿
(5￿µg)￿wurden￿zur￿Qualitätskontrolle￿auf￿einem￿1%￿Agarose/Formaldehyd-Gel￿elektrophoretisch￿
aufgetrennt￿ und￿ mit￿ Ethidiumbromid￿ angefärbt￿ 1:￿ Hirn,￿ Wistarratte;￿ 2:￿ Herz,￿ Wistarratte;￿
3:￿Niere,￿Wistarratte;￿4:￿Aorta,￿Wistarratte.￿
2.1.5￿ Northern￿Blot￿
Beim￿ Northern￿ Blot￿ handelt￿ es￿ sich￿ um￿ ein￿ Verfahren,￿ bei￿ dem￿ RNA￿ nach￿ der￿
elektrophoretischen￿ Auftrennung￿ auf￿ eine￿ Nylonmembran￿ transferiert￿ und￿ fixiert￿ wird.￿ Die￿
Elektrophorese￿ erfolgt￿ unter￿ denaturierenden￿ Bedingungen,￿ um￿ potentiell￿ ausgebildete￿
Sekundärstrukturen￿der￿einzelsträngigen￿RNA￿aufzulösen,￿der￿Transfer￿der￿RNA￿vom￿Gel￿auf￿
die￿Membran￿wird￿durch￿die￿Kapillarwirkung￿des￿Filterpapiers￿(Kapillar-Blot)￿bewirkt.￿Mit￿nicht-















































1￿ 2￿µl￿aus￿Original/Kontrolle￿ 198￿µl￿ 200￿µl￿ 1:100￿ 1￿ng/µl￿
2￿ 15￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿1￿ 35￿µl￿ 50￿µl￿ 1:3.3￿ 300￿pg/µl￿
3￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿1￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 100￿pg/µl￿
4￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿2￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 30￿pg/µl￿
5￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿3￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 10￿pg/µl￿
6￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿4￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 3￿pg/µl￿
7￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿5￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 1￿pg/µl￿
8￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿6￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 0,3￿pg/µl￿
9￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿7￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 0,1￿pg/µl￿
10￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿8￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 0,03￿pg/µl￿
11￿ 5￿µl￿aus￿Gefäß￿Nr.￿9￿ 45￿µl￿ 50￿µl￿ 1:10￿ 0,01￿pg/µl￿
12￿ 0￿ 50￿µl￿ 50￿µl￿ -￿ 0￿
Die￿ Membran￿ wurde￿durch￿Auflegen￿auf￿ein￿mit￿2￿x￿SSC￿getränktes￿Whatman-Papier￿be-
feuchtet,￿die￿RNA￿mit￿dem￿UV-Stratalinker￿2400￿(Stratagene)￿auf￿der￿Membran￿fixiert￿und￿an-
schließend￿ immunologisch￿ wie￿ in￿ Abschnitt￿ 2.1.5.5￿ beschrieben￿ detektiert.￿ Anhand￿ der￿




Abbildung￿9:￿￿ Tüpfeltest￿ mit￿ verschiedenen￿ DIG-markierten￿ RNA-Sonden.￿ Verdünnungsreihen￿ der￿





































































Hybridisierung,￿ Waschen￿ und￿ Detektion￿ wurden￿ mit￿ den￿ folgenden￿ Reagenzien￿ der￿ Firma￿
Roche￿ durchgeführt:￿ DIG-Easy-Hyb,￿ DIG-Wash-and-Block-Buffer-Set,￿ Anti-Digoxigenin-AP-
Fab-fragments,￿CDP-Star.￿
Das￿ Prinzip￿ der￿ Detektion￿ beruht￿ auf￿ einer￿ enzymatischen￿ Umsetzung￿ des￿ CPD-Star-









3.￿ Niedrig-Stringenz-Waschen￿ „Niedrig-Stringenz“-Waschpuffer￿20￿ml￿ 2￿x￿5￿min,￿RT,￿
4.￿ Hoch-Stringenz-Waschen￿ „Hoch-Stringenz“-Waschpuffer￿20￿ml￿￿ 2￿x￿15,￿68°C,￿
5.￿ Äquilibrierung￿ Waschpuffer,￿20￿ml￿ 2￿min,￿RT,￿Schütteln￿





8.￿ Waschen￿ Waschpuffer,￿20￿ml￿ 2￿x￿15￿min￿￿RT,￿
9.￿ Äquilibrierung￿ Detektionspuffer,￿15￿ml￿ 5￿min,￿RT,￿Schütteln￿
10.￿Detektion￿ CPD-Star￿(1:100￿in￿Detektionspuffer)￿ 5￿min,￿RT￿
Schritt￿1￿und￿2￿wurden￿in￿Hybridisierungsröhrchen￿in￿einem￿Hybridisierungsofen￿durchgeführt.￿













vorgeheizten￿ DIG-Easy-Hyb-Puffer￿ gegeben.￿ Die￿ Hybridisierungsröhrchen￿ wurden￿ mit￿
Hilfsmembranen￿bestückt,￿in￿die￿die￿Membran￿eingerollt￿wurde.￿
Die￿Schritte￿drei￿und￿fünf￿bis￿acht￿wurden￿auf￿einem￿Schüttler￿(Celloshaker￿Variospeed,￿Biotec-


























gewaschen￿ und￿ danach￿ 2￿ x￿ 60￿ min￿ bei￿ 80° C￿ im￿ Schüttelwasserbad￿ in￿ folgendem￿ Puffer￿
gewaschen:￿ 50%￿ Formamid;￿ 5%￿ SDS;￿ 50￿ mM￿ Tris-HCl;￿ pH￿ 7,5.￿ Nach￿ einem￿ kurzen￿
Waschschritt￿(2￿x￿SSC)￿konnte￿der￿Blot￿erneut￿verwendet￿werden.￿￿
2.1.6￿ Polymerase-Kettenreaktion￿(PCR)￿




Die￿ PCR￿ gliedert￿ sich￿ in￿ drei￿ Schritte:￿ Während￿ der￿ Denaturierungsphase￿ wird￿ der￿ zu￿
amplifizierende￿Doppelstrang￿der￿DNA￿durch￿Hitze￿getrennt.￿An￿diese￿einzelsträngige￿Matrize￿
lagern￿ sich￿ bei￿ niedriger￿ Temperatur￿ die￿ Primer￿ (synthetische￿ Oligonukleotide￿ als￿




















































































5´ -CCCAGTTCACAGCCATGAATGAACC-3´ ￿ (vorwärts)￿ sowie￿ 5´ -CCACAATGACCACCAC-
TACCCGCCGG-3´ ￿(rückwärts).￿
2.1.6.1￿ PCR￿mit￿der￿Taq-Polymerase￿
Zur￿ Expressionsanalyse￿ sowie￿ zur￿ Klonierung￿ wurde￿ standardmäßig￿ eine￿ PCR￿ mit￿ dem￿





















Die￿ Amplifikation￿ GC-reicher￿ Sequenzen￿ (z.B.￿ der￿ S1P5-Rezeptor)￿ erfordert￿ aufgrund￿ der￿
starken￿intramolekularen￿￿Bindungen,￿die￿durch￿die￿konventionelle￿Hitzedenaturierung￿nicht￿
aufgebrochen￿werden￿können￿und￿somit￿das￿Anlagern￿der￿Primer￿unterbinden,￿den￿Zusatz￿
















































früher￿ kann￿ das￿ PCR-Produkt￿ detektiert￿ werden.￿ Die￿ an￿ die￿ PCR￿ anschließende￿

















die￿ aus￿ Geweben￿ gewonnene￿ RNA￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 2.1.4.2)￿ zunächst￿ in￿ cDNA￿
umgeschrieben￿(reverse￿Transkription,￿siehe￿Abschnitt￿2.1.7).￿Mit￿dieser￿cDNA￿erfolgte￿dann￿





LightCycler￿ (Roche￿ Diagnostics)￿ durchgeführt.￿ Die￿ in￿ diesem￿ Kit￿ enthaltene￿ FastStart-Taq-
Polymerase￿wurde￿speziell￿für￿eine￿Hot-Start-Reaktion￿(Aktivierung￿der￿Polymerase￿bei￿hohen￿
Temperaturen,￿ verhindert￿ unspezifische￿ Amplifikationen￿ vor￿ dem￿ Beginn￿ der￿ PCR)￿ in￿
Glaskapillaren￿adaptiert.￿Die￿Optimierung￿der￿Echt-Zeit-PCR￿wird￿hier￿exemplarisch￿anhand￿











der￿ gebildeten￿ Primerdimeren￿ (meist￿ bei￿ 75° C)￿ ist,￿ kann￿ diese￿ zur￿ qualitativen￿ Analyse￿
herangezogen￿werden.￿
Die￿ Optimierung￿ erfolgte￿ in￿ zwei￿ Schritten:￿ Zunächst￿ wurden￿ mindestens￿ sechs￿
Primerkombinationen￿ getestet￿ und￿ anschließend￿ die￿ Zusammensetzung￿ des￿
Reaktionsgemisches￿optimiert.￿
Zum￿ Testen￿ der￿ Primer￿ (mit￿ cDNA￿ aus￿ Nieren-RNA￿ von￿ Wistar-Ratten),￿ die￿ sich￿ an￿
verschiedenen￿Stellen￿des￿Zielproteins￿anlagern￿und￿idealerweise￿Banden￿der￿Größe￿250-


















Die￿ einzelnen￿ PCR-Ansätze￿ wurden￿ danach￿ aus￿ der￿ Kapillare￿ durch￿ Zentrifugation￿ in￿ ein￿
Eppendorfgefäß￿ überführt,￿ mit￿ Ladepuffer￿ versetzt￿ und￿ auf￿ einem￿ Agarosegel￿ mittels￿
Elektrophorese￿(siehe￿Abschnitt￿2.1.2.4)￿aufgetrennt.￿Die￿Beurteilung￿der￿Anwendbarkeit￿der￿
Oligokombination￿erfolgte￿visuell￿(eine￿definierte￿Bande,￿kein￿schmieriger￿Hintergrund).￿Kamen￿
verschiedene￿ Kombinationen￿ in￿ Frage,￿ wurden￿ die￿ betreffenden￿ Banden￿ aus￿ dem￿ Gel￿
ausgeschnitten￿ und￿ eluiert￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 2.1.3.2),￿ mittels￿ PCR￿ nachamplifiziert,￿ erneut￿
eluiert￿ und￿ anschließend￿ die￿ Konzentration￿ der￿ PCR-Stücke￿ photometrisch￿ bestimmt.￿ Mit￿
















Mit￿ diesen￿ Oligokombinationen￿ und￿ dem￿ aufgereinigtem￿ korrespondierenden￿ PCR-Produkt￿
wurde￿noch￿der￿Effekt￿von￿DMSO-Zugabe￿zum￿Reaktionsgemisch￿getestet￿sowie￿die￿optimale￿
Mg-Konzentration￿(zwischen￿1￿und￿6￿mM)￿unter￿Beibehaltung￿der￿Zyklus-Bedingungen￿der￿
PCR￿ ermittelt.￿ Hierzu￿ wurden￿ folgende￿ Parameter￿ herangezogen:￿ Amplifikationseffizienz,￿
Präzision,￿Intraassay-￿und￿Interassay-Varianz.￿Alle￿Bestimmungen￿erfolgten￿vier￿bis￿sechs￿Mal.￿
Zur￿Bestimmung￿der￿Präzision￿wurden￿mittels￿der￿Kalibriergeraden￿mehrere￿Proben￿bekannter￿
Konzentration￿ quantifiziert￿ und￿ der￿ vom￿ LightCycler￿ ermittelte￿ Wert￿ mit￿ dem￿ wahren￿ Wert￿









































































































































Die￿ cDNA-Synthese￿ erfolgte￿ standardmäßig￿ mit￿ dem￿ ProSTAR￿ First-Strand-RT-PCR-Kit￿
(Stratagene)￿aus￿Gesamt-RNA￿(5￿µg)￿oder￿kommerziell￿erwerblicher￿poly￿A
+￿mRNA￿(100￿ng).￿




Die￿ cDNA,￿ die￿ für￿ die￿ LightCycler-Analysen￿ verwendet￿ wurde,￿ wurde￿ mit￿ dem￿ 1st-strand-







Zur￿ Klonierung￿ wird￿ standardmäßig￿ das￿ gewünschte￿ DNA-Fragment￿ mittels￿ PCR￿ aus￿
genomischer￿DNA￿oder￿cDNA￿gewonnen,￿aufgereinigt￿und￿anschließend￿an￿den￿durch￿die￿
primer￿ eingeführten￿ Schnittstellen￿ in￿ einem￿ Restriktionsverdau￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 2.1.2.3)￿





hinzugefügt￿ (HA-Tag￿ zur￿ immunologischen￿ Detektion;￿ zusätzliche￿ Schnittstellen)￿ werden￿
sollen,￿werden￿mittels￿PCR￿unter￿Verwendung￿von￿Primern,￿die￿die￿gewünschte￿Änderung￿
enthalten,￿ die￿ DNA-Fragmente￿ hergestellt￿ und￿ wie￿ bei￿ der￿ Klonierung￿ beschrieben￿
aufgearbeitet￿und￿zur￿Ligation￿eingesetzt.￿
Sowohl￿ zur￿ Klonierung￿ als￿ auch￿ zur￿ Subklonierung￿ werden￿ Vektor￿ und￿ Plasmid￿ mit￿ den￿
identischen￿Restriktionsenzymen￿geschnitten.￿Bei￿der￿Wahl￿der￿Restriktionsstellen￿wird￿nach￿
Möglichkeit￿ darauf￿ geachtet,￿ sticky-ends￿ (3´ -￿ und￿ 5´ -Überhänge)￿ zu￿ erhalten,￿ da￿ dies￿ die￿
anschließende￿Ligation￿erleichtert.￿Im￿Falle￿von￿Blunt￿ends￿(keine￿Überhänge)￿kann￿es￿bei￿der￿
Ligation￿leicht￿zu￿einer￿Religation￿des￿Vektors￿oder￿zu￿einer￿falschen￿Orientierung￿des￿Inserts￿



















wurden￿ die￿ PCR-Produkte￿ mit￿ 3´ -A-Überhängen￿ (Taq-Polymerase)￿ mit￿ Hilfe￿ des￿ TA-




(blau)￿ Plasmide￿ erfolgen.￿ Das￿ Insert￿ wurde￿ dann￿ per￿ cut￿ und￿ paste￿ in￿ den￿ finalen￿ Vektor￿
subkloniert.￿
Blunt-end-PCR-Produkte￿ (Pfu-Polymerase)￿ wurden￿ mit￿ Hilfe￿ des￿ pCR-Script-Cam(+)-Kits￿
(Stratagene)￿ subkloniert￿ (nach￿ Angaben￿ des￿ Herstellers)￿ und￿ nach￿ der￿ Transformation￿ auf￿
Chloramphenicol-haltigen￿(Cam)￿Agarplatten￿mittels￿blau-weiß-Selektion￿selektiert.￿￿




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Die￿ Kultivierung￿ aller￿ verwendeter￿ Säugerzellen￿ (ATCC)￿ erfolgte￿ im￿ Brutschrank￿ (Heraeus￿
BDD6220)￿bei￿37° C,￿5%￿CO2￿und￿95%￿relativer￿Luftfeuchte.￿Die￿verwendeten￿Zellkulturmedien￿
(siehe￿ Tabelle￿ 14)￿ sowie￿ das￿ PBS￿ wurden￿ bei￿ 4° C￿ gelagert￿ und￿ vor￿ der￿ Verwendung￿ im￿
Wasserbad￿auf￿37° C￿erwärmt.￿Alle￿Zellkulturarbeiten￿wurden￿unter￿sterilen￿Bedingungen￿in￿
einer￿ Sicherheitswerkbank￿ (Clean￿ Air)￿ durchgeführt,￿ die￿ verwendeten￿ Kultivationsgefäße￿
waren￿ von￿ Nunc.￿ Das￿ Umsetzen￿ und￿ Aussäen￿ der￿ Zellen￿ erfolgte￿ standardmäßig￿für￿jede￿
Zellkultur￿nach￿folgendem￿Schema:￿
Nach￿ Absaugen￿ des￿ Mediums￿ wurden￿ die￿ Zellen￿ zweimal￿ vorsichtig￿ mit￿ PBS￿ gewaschen,￿
danach￿ zum￿ Ablösen￿der￿Zellen￿mit￿Trypsin￿(Biochrom)￿behandelt￿(der￿gesamte￿Zellrasen￿
sollte￿ mit￿ Trypsin￿ bedeckt￿ sein)￿ und￿ falls￿ erforderlich￿ für￿ einige￿ Minuten￿ im￿ Brutschrank￿
inkubiert.￿ Die￿ abgelösten￿ Zellen￿ wurden￿ anschließend￿ mit￿ Hilfe￿ einer￿ Pipette￿ in￿ der￿







































































2-Flasche￿ zum￿ Einfrieren￿ (siehe￿ Tabelle￿ 15)￿ versetzt￿ und￿ für￿ ca.￿ 1￿ Minute￿
inkubiert.￿Durch￿leichtes￿Klopfen￿wurden￿die￿Zellen￿abgelöst,￿im￿Medium￿resuspendiert￿und￿in￿





























Stabile￿ HEK293-Zellen￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 2.2.2.2)￿ wurden￿ -￿ um￿ die￿ zusätzliche￿ transiente￿
Expression￿eines￿weiteren￿Proteins￿zu￿erreichen￿-￿mit￿Hilfe￿des￿LipofectAMINE-Plus-Reagenz￿
(Invitrogen)￿ nach￿ Angaben￿ des￿ Herstellers￿ transfiziert.￿ Die￿ Transfektion￿ erfolgte￿ direkt￿ im￿
96-well-Format.￿Pro￿well￿wurden￿insgesamt￿0,1￿µg￿DNA￿eingesetzt.￿Die￿Inkubationszeit￿mit￿
dem￿Transfektionsreagenz￿(70￿µl)￿betrug￿4￿h,￿danach￿wurden￿130￿µl￿des￿jeweils￿angegebenen￿









Biosystems)￿ verwendet,￿ welcher￿ eine￿ Puromycinresistenz￿ aufweist.￿ Durch￿ Transfektion￿ der￿
peak8-Rezeptorkonstrukte￿ in￿ HEK293(PSC)-Zellen￿ konnte￿ mit￿ Hilfe￿ von￿ Puromycin￿ eine￿
Selektion￿in￿stabil-exprimierende￿und￿nicht-exprimierende￿Zellpopulationen￿erfolgen.￿Auf￿die￿
Selektion￿von￿Einzelklonen￿wurde￿verzichtet,￿es￿wurden￿stabile￿Mischklone￿hergestellt.￿
Um￿ die￿ zum￿ Selektionsbeginn￿ erforderliche￿ Antibiotikakonzentration￿ (Puromycin)￿ zu￿
bestimmen,￿wurde￿zunächst￿eine￿Überlebenskurve￿für￿die￿HEK293(PSC)-Zellen￿bei￿Inkubation￿
mit￿ verschiedenen￿ Konzentrationen￿ an￿ Puromycin￿ erstellt.￿ Hierfür￿ wurden￿ HEK293(PSC)-
Zellen￿ in￿ 24-well-Platten￿ ausgesät￿ (4￿ x￿ 10








































HEK293(PSC)-Zellen￿ wurden￿ über￿ fünf￿ Tage￿ mit￿ der￿ angegebenen￿ Menge￿ an￿ Puromycin￿
kultiviert￿und￿der￿prozentuale￿Anteil￿an￿überlebenden￿Zellen￿visuell￿erfasst.￿
Die￿peak8-Konstrukte￿(siehe￿Tabelle￿13)￿vom￿hS1P5-Rezeptor,￿rS1P5-Rezeptor,￿GPR45￿und￿
GPR63￿ sowie￿ der￿ peak8-Vektor￿ alleine￿ wurden￿ in￿ HEK293(PSC)-Zellen￿ wie￿ unter￿ 2.2.2.1￿









Molecular￿ Devices)￿ zur￿ Messung￿der￿intrazellulären￿Ca
2+-Konzentration￿([Ca
2+]i)￿ verwendet.￿
Die￿ Zellen￿ werden￿ mit￿ einem￿ Ca
2+-sensitiven￿ Fluoreszenzfarbstoff￿ (FLUO-4)￿ angefärbt,￿









1￿ h￿ vor￿ der￿ Messung￿ wurden￿ die￿ Zellen￿ mit￿ der￿ für￿ den￿ jeweiligen￿ Zelltyp￿ benötigten￿
Färbelösung￿(siehe￿Tabelle￿17)￿angefärbt￿(95￿µl/well)￿und￿bei￿37° C￿inkubiert.￿Die￿Zugabe￿von￿
Probenecid￿ zu￿ Färbelösung,￿ Waschpuffer￿ und￿ Substanzlösungen￿ bei￿ CHO-K1-Zellen￿
verhinderte￿ durch￿ Hemmung￿ eines￿ Anionen–Austausch-Proteins,￿ dass￿ der￿ anionische￿
Farbstoff￿aus￿den￿Zellen￿wieder￿herausgepumpt￿wurde￿(Poot￿et￿al.,￿1996).￿Da￿HEK293-Zellen￿






































diese￿ Pumpe￿ nicht￿ besitzen,￿ war￿ die￿ Zugabe￿ von￿ Probenecid￿ hier￿ nicht￿ erforderlich.￿ Im￿
Anschluss￿ an￿ die￿ Inkubation￿ wurde￿ freier￿ Farbstoff￿ durch￿ dreimaliges￿ Waschen￿ mit￿ dem￿
jeweiligen￿ Waschpuffer￿ in￿ einem￿ Tecan￿ cell￿ washer￿ entfernt￿ und￿ nach￿ dem￿ letzten￿
Waschschritt￿ein￿Restvolumen￿von￿100￿µl￿in￿jedem￿well￿zurückgelassen.￿
Zur￿Herstellung￿der￿Substanzplatten￿wurden￿die￿Stammlösungen￿der￿Lipide￿(alle￿in￿DMSO￿
gelöst,￿ wenn￿ nicht￿ anders￿ vom￿ Hersteller￿ angegeben)￿ oder￿ des￿ Dopamins￿ im￿ jeweiligen￿
Waschpuffer￿verdünnt￿(mindestens￿1:500)￿und￿als￿3￿x￿Lösungen￿in￿96-well-Platten￿aliquotiert￿
(pro￿ Messung￿ werden￿ 50￿ µl￿ verwendet).￿ Bei￿ Versuchen￿ mit￿ vermeintlichen￿ allosterischen￿
Modulatoren￿ oder￿ Inhibitoren￿ wurde￿ zunächst￿ eine￿ 96-well-Platte￿ mit￿ 3￿ x￿ Lösungen￿ dieser￿
Substanzen￿hergestellt￿und￿zusätzlich￿eine￿weitere￿96-well-Platte￿mit￿einer￿4￿x￿Lösung￿S1P￿
oder￿ Dopamin.￿ Die￿ Substanz-Bibliothek-Platten￿ (Biomol)￿ wurden￿ in￿ zwei￿ Schritten￿ in￿
Waschpuffer￿1:￿333￿verdünnt.￿Mit￿Ausnahme￿der￿Suramin-￿und￿NF023-Platten￿konnten￿alle￿
Platten￿bei￿–80° C￿gelagert￿werden.￿
Der￿ FLIPR￿ wurde￿ so￿ programmiert,￿ dass￿ 50￿ µl￿der￿ Agonistplatte￿ in￿ das￿ jeweilige￿ well￿ der￿
Zellplatte￿ transferiert￿ wurden￿ und￿ die￿ Freisetzung￿ von￿ [Ca
2+]i￿ anhand￿ der￿
Fluoreszenzveränderungen￿in￿einem￿Zeitraum￿von￿3￿min￿verfolgt￿werden￿konnte.￿In￿der￿ersten￿






















Anregung￿ des￿ Donorbeads￿ bei￿ 680￿ nm￿ die￿ Freisetzung￿ eines￿ Lumineszenzsignals￿ (520-
620￿nm)￿durch￿den￿Akzeptorbead,￿welches￿mit￿einem￿Luminometer￿gemessen￿werden￿kann￿



























































Abbildung￿13:￿ Schematische￿ Darstellung￿ des￿ AlphaScreen-Detection-Kit-Prinzips.￿ Modifiziert￿ nach￿
Packard￿Bioscience.￿









gründlich￿ resuspendiert.￿ Nach￿ Bestimmung￿ der￿ Zellzahl￿ (Casy1-TT-Zellzähler,￿ siehe￿ auch￿

























































In￿ einem￿ Eppendorfgefäß￿ wurden￿ die￿ jeweiligen￿ Zellsuspensionen￿ (hS1P5,￿ rS1P5,￿ GPR45,￿
GPR63,￿ peak8)￿ nach￿ folgendem￿ Schema￿ in￿ der￿ angegebenen￿ Reihenfolge￿ mit￿ den￿
Reaktionsbestandteilen￿gemischt￿(ein￿Ansatz￿reichte￿für￿eine￿sechsfach￿Bestimmung):￿
￿
￿ Basal￿ Basal￿+￿Lipide￿ Stimuliert￿ Stimuliert￿+￿Lipide￿
Zellsuspension￿
(3333￿Zellen/µl)￿
25￿µl￿ 25￿µl￿ 25￿µl￿ 25￿µl￿
Anti-cAMP-Acceptor￿
bead￿(1:50)￿
0,5￿µl￿ 0,5￿µl￿ 0,5￿µl￿ 0,5￿µl￿
Stimulationspuffer￿ 25￿µl￿ 25￿µl￿ 25￿µl￿ 25￿µl￿
Forskolin￿(1µM)￿ -￿ -￿ +￿ +￿




Schütteln￿ inkubiert.￿ In￿ einem￿ zweiten￿ Ansatz￿ wurden￿ parallel￿ Biotin-cAMP￿ (1:300)￿ und￿












35S]GTPg g g gS-Bindungsversuche￿







35S]GTPgS￿ vor￿ der￿ Szintillationsmessung￿ durch￿ Filtration￿ getrennt￿ werden￿
müssen,￿ist￿beim￿hier￿verwendeten￿scintillation￿proximity￿assay￿(SPA)￿eine￿direkte￿Bestimmung￿
des￿ gebundenen￿ [




durch￿ einen￿ Liganden￿ zum￿ GDP®￿ [
35S]GTPgS-Austausch￿ an￿ der￿ a-Untereinheit￿ des￿
G-Proteins,￿welches￿mit￿dem￿Rezeptor￿verbunden￿ist,￿werden￿die￿beads￿durch￿die￿räumliche￿
Nähe￿ zum￿ radioaktiven￿ [
















￿ Basal￿ Stimuliert￿ Unspezifische￿Bindung￿
Versuchspuffer￿ 120￿ml￿ 110￿ml￿ 100￿ml￿
200￿µM￿GDP￿ 10￿ml￿ 10￿ml￿ 10￿ml￿
Ligand￿ 0￿ml￿ 10￿ml￿ 10￿ml￿
200￿µM￿GTPgS￿ 0￿ml￿ 0￿ml￿ 10￿ml￿
Membranen￿ 10￿ml￿ 10￿ml￿ 10￿ml￿
12￿nM￿[











35S]GTPg g g gS￿
Gebundenes￿
[
35S]GTPg g g gS￿Material￿und￿Methoden￿
￿ 55
Hintergrundsignale￿ durch￿ ungebundenes￿ [
35S]GTPgS￿ zu￿ reduzieren.￿ Die￿ anschließende￿
Messung￿erfolgte￿im￿Packard￿Top￿Count.￿￿
￿





















Das￿ kleine￿ GTPase-Protein￿ Rho￿ wird￿ in￿ der￿ Signal-Kaskade￿ durch￿ ein￿ Ga12/13-
Proteinintermediat￿–￿p115RhoGEF￿-￿aktiviert￿und￿führt￿seinerseits￿zu￿einer￿Aktivierung￿der￿
Gentranskription￿ des￿ c-fos￿ serum￿ response￿ elements￿ (SRE).￿ Man￿ kann￿ also￿ indirekt￿ die￿
Aktivierung￿von￿Rho￿über￿die￿Aktivität￿des￿SRE￿messen.￿￿
In￿ diesem￿ Versuchssystem￿ werden￿ die￿ Zellen￿ mit￿ zwei￿ Plasmiden￿ transfiziert:￿ dem￿ firefly-
(Glühwürmchen-)Luziferase-Reporter,￿ welcher￿ durch￿ das￿ SRE￿ aktiviert￿ wird,￿ sowie￿ dem￿
Renilla-Luziferase-Reportergen,￿ welches￿ durch￿ den￿ Thymidinkinasepromoter￿ (TKR,￿
Thymidinkinase￿Renilla)￿aktiviert￿wird.￿Das￿SRE-firefly-Luziferase-Konstrukt￿ist￿so￿mutiert,￿dass￿
eine￿Aktivierung￿durch￿Serum￿alleine￿nicht￿stattfindet￿und￿diese￿somit￿ausschließlich￿auf￿eine￿
Liganden-induzierte￿ GPCR￿ vermittelte￿ Rho-Aktivierung￿ zurückzuführen￿ ist.￿ Das￿ TK-Renilla-
Luziferase-Konstrukt￿dient￿als￿interner￿Standard,￿um￿unterschiedliche￿Transfektionseffizienzen￿


















reporter￿ assay￿ system￿ (Promega)￿ nach￿ Angaben￿ des￿ Herstellers￿ gemessen.￿ Die￿












CHO-K1-￿ oder￿ HEK293-￿ Zellen￿ wurden￿ in￿ 6-well-Platten￿ ausgesät￿ und￿ mit￿ dem￿ Rezeptor/￿








mit￿ oder￿ ohne￿ Ligandenzugabe￿ hervorgerufen￿ werden,￿ können￿ mikroskopisch￿ bestimmt￿
werden.￿ Hierbei￿ nutzt￿ man￿ die￿ Tatsache,￿ dass￿ bei￿ der￿ Kotransfektion￿ zweier￿ Plasmide￿
entweder￿beide￿oder￿keines￿der￿Plasmide￿in￿die￿Zelle￿aufgenommen￿werden:￿Man￿transfiziert￿
die￿ gewünschte￿ DNA￿ zusammen￿ mit￿ einem￿ für￿ GFP-kodierenden￿ Plasmid￿ (GFP:￿ Grün￿Material￿und￿Methoden￿
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fluoreszierendes￿ Protein)￿ und￿ kann￿ die￿ transfizierten￿ Zellen￿ mit￿ Hilfe￿ eines￿
Fluoreszenzmikroskops￿sichtbar￿machen.￿
CHO-K1-Zellen￿ wurden￿ mit￿ dem￿ Rezeptor/pcDNA3.1(+)-Konstrukt￿ (hS1P5,￿ rS1P5￿ GPR45,￿
GPR63￿ oder￿ rS1P2)￿ oder￿ dem￿ Vektor￿ alleine￿ im￿ Verhältnis￿ 4:1￿ mit￿ dem￿ pEGFP-N1-Vektor￿
transfiziert￿(siehe￿Abschnitt￿2.2.2.1).￿Nach￿der￿Tansfektion￿wurden￿die￿Zellen￿32￿h￿lang￿in￿
Medium￿ mit￿ 10%￿ FCS￿ oder￿ 10%￿ csFCS￿ kultiviert￿ und￿ fluoreszenzmikroskopisch￿ (Nicon￿










4,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid￿ (DAPI)￿ bildet￿ fluoreszierende￿ Komplexe￿ mit￿
doppelsträngiger￿ DNA.￿ Das￿ Fluorophor￿ hat￿ sein￿ Absorptionsmaximum￿ bei￿ 358￿ nm,￿ sein￿
Emissionsmaximun￿bei￿461￿nm￿und￿wird￿im￿Fluoreszenzmikroskop￿mit￿blauer￿Farbe￿sichtbar.￿
(Jagielski￿M.￿et￿al.,￿1976).￿Da￿DAPI￿bei￿intakten￿Zellen￿nicht￿in￿den￿Zellkern￿vordringen￿kann,￿











Rhodamin￿ 110￿ (R110)￿ umgesetzt￿ wird.￿ Das￿ Produkt￿ dieser￿ Enzymreaktion￿ -￿ die￿ gebildete￿
Menge￿ist￿proportional￿ zur￿Caspaseaktivität￿-￿lässt￿sich￿fluorimetrisch￿bestimmen.￿Mit￿Hilfe￿Material￿und￿Methoden￿
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einer￿ R110-Eichkurve￿ kann￿ dann￿ die￿ Menge￿ an￿ R110￿ und￿ somit￿ die￿ Caspaseaktivität￿
berechnet￿werden.￿￿
CHO-K1-￿oder￿HEK293-Zellen￿wurden￿in￿80-cm²-Flaschen￿mit￿dem￿Rezeptor/pcDNA3.1(+)-




Boden￿ (Costar￿ für￿ CHO-Zellen,￿ Falcon￿ für￿ HEK-Zellen)￿ ausgesät￿ und￿ für￿ weitere￿ 16￿ h￿ in￿
Medium￿mit￿10%￿csFCS￿kultiviert.￿Die￿letzten￿6￿h￿vor￿Versuchsbeginn￿wurden￿die￿Zellen￿unter￿
serumfreien￿ Bedingungen￿ gehalten.￿ Die￿ darauffolgende￿ Behandlung￿ mit￿ 1￿ µM￿ S1P,￿ 5￿ µM￿
Staurosporin￿ (Apoptoseinduktor,￿ zur￿ Positivkontrolle),￿ serumfreiem￿ Medium￿ oder￿ normalem￿
Wachstumsmedium￿wurde￿für￿2￿h￿oder￿7￿h￿durchgeführt.￿Staurosporin￿und￿S1P￿wurden￿in￿






Hierbei￿ werden￿ aus￿ Zellkulturen,￿ die￿ das￿ gewünschte￿ Protein￿ stabil￿ exprimieren,￿ durch￿
mechanischen￿ und￿ osmotischen￿ Aufschluss￿ der￿ Zelle,￿ Membranen￿ gewonnen,￿ die￿ für￿
funktionelle￿Versuche￿(siehe￿Abschnitt￿2.2.3.4)￿sowie￿für￿Western￿Blots￿(siehe￿Abschnitt￿2.3.4)￿
eingesetzt￿werden￿können.￿






Zellkulturflasche).￿ Die￿ Suspension￿ wurde￿ anschließend￿ bei￿ 4° C￿ mit￿ 1100￿ g￿ für￿ 15￿ min￿
zentrifugiert￿(Sorvall￿RT￿6000D).￿Das￿Zellsediment￿wurde￿in￿10￿ml￿hypotonem￿HEPES-Puffer￿
(Tabelle￿ 20)￿ resuspendiert￿ und￿ für￿ 20￿ min￿ auf￿ Eis￿ inkubiert,￿ um￿ die￿ Zellen￿ zu￿ blähen.￿
Anschließend￿ wurden￿ die￿ Zellen￿ mit￿ Hilfe￿ eines￿ 15-ml-Pyrex-Homogenisators￿ komplett￿
aufgeschlossen￿ und￿ für￿ 10￿ min￿ bei￿ 4° C￿ und￿ 500￿ g￿ zentrifugiert.￿ Der￿ Überstand,￿ der￿ die￿
Membranen￿enthält,￿wurde￿gesammelt￿und￿bei￿4° C￿und￿48000￿g￿für￿20￿min￿zentrifugiert￿(Avanti￿
J-25,￿ Beckmann).￿ Der￿ Rückstand￿ wurde￿ in￿ HEPES-Aufbewahrungspuffer￿ (Tabelle￿ 20)￿









durch￿ ein￿ Oxidationsmittel￿ (z.B.￿ Kupfertartrat￿ nach￿ Lowry),￿ wodurch￿ es￿ zu￿ einer￿













Mittels￿ der￿ Polyacrylamid-Gelelektrophorese￿ werden￿ Proteine￿ nach￿ Hitzedenaturierung￿ im￿
elektrischen￿Feld￿nach￿ihrer￿Größe￿aufgetrennt.￿Durch￿Variation￿der￿Gelzusammensetzung￿




4￿min￿ einer￿ Hitzedenaturierung￿ unterzogen.￿ Die￿ denaturierten￿ Proben￿ sowie￿ 10￿ µl￿ des￿


























einem￿ 10%-TrisGlycin-Gel￿ (Novex,￿ Invitrogen)￿ bei￿ 150￿ V￿ für￿ 90￿ min￿ im￿ Laufpuffer￿ (siehe￿
Tabelle￿ 21)￿ elektrophoretisch￿ aufgetrennt￿ (SDS-PAGE).￿ Die￿ anschließende￿ Analyse￿ der￿



































bei￿ 200￿ mAmp￿ für￿ 1￿ h.￿ Abbildung￿ 15￿ zeigt￿ den￿ Aufbau￿ der￿ Blottingapparatur.￿ Es￿ wurde￿
besonders￿ darauf￿ geachtet,￿ dass￿ zwischen￿ den￿ einzelnen￿ Lagen￿ keine￿ Luftblasen￿
zurückbleiben,￿die￿einen￿vollständigen￿Transfer￿der￿Proteine￿verhindern￿würden.￿￿
















leichtem￿ Schütteln￿ inkubiert.￿ Die￿ Inkubation￿ mit￿ der￿ entsprechenden￿
Primärantikörperverdünnung￿(siehe￿Tabelle￿23)￿in￿Blockierungslösung￿erfolgte￿alternativ￿für￿1￿h￿
bei￿Raumtemperatur￿oder￿über￿Nacht￿bei￿4° C.￿Nach￿der￿Inkubation￿wurden￿die￿Membranen￿
zweimal￿ für￿ je￿ 30￿ min￿ mit￿ TBS/0,1%￿ Tween￿ gewaschen￿ und￿ danach￿ mit￿ einer￿ 1:10000￿
Verdünnung￿ des￿ Sekundärantikörpers￿ (goat￿ anti-rabbit￿ IgG-HRP,￿ Santa￿ Cruz)￿ in￿
Blockierungslösung￿ erneut￿ für￿ 1￿ h￿ inkubiert.￿ Im￿ Anschluss￿ an￿ zwei￿ weitere￿ 30-minütige￿
Waschschritte￿ mit￿ TBS/0,1%￿ Tween￿ erfolgte￿ die￿ Detektion￿ mit￿ Hilfe￿ eines￿ geeigneten￿
Detektionsreagenz￿(ECL￿von￿Amersham,￿Western￿Lightning￿Chemiluminescence￿reagent￿von￿
NEN,￿SuperSignal￿West￿Femto￿Maximum￿von￿Pierce)￿und￿anschließender￿Entwicklung￿auf￿




















































massenanalysiert.￿ Die￿ Spektren￿ wurden￿ mit￿ einem￿ Waters2790/Micromass-Quattro-Ultima￿
LC/MS-System￿aufgenommen.￿
2.4.2￿ Bioinformatik￿
Die￿ Datenbankrecherchen￿ nach￿ neuen,￿ zur￿ Familie￿ der￿ Lipidrezeptoren￿ gehörenden￿











zur￿ Berechnung￿ von￿ Dosiswirkungskurven￿ wurden￿ mit￿ Hilfe￿ der￿ Graph-Pad-Prism-3.0-





















































































































































































































Der￿ Ergebnisteil￿ gliedert￿ sich￿ in￿ zwei￿ Abschnitte:￿ Im￿ ersten￿ werden￿ die￿ Ergebnisse￿ zur￿
Identifizierung￿und￿Charakterisierung￿des￿fünften￿S1P-Rezeptors￿-￿z.T.￿vergleichend￿zu￿den￿





Der￿ humane￿ S1P5-Rezeptor￿ (hS1P5)￿ wurde￿ im￿ Rahmen￿ dieser￿ Arbeit￿ mittels￿ PCR￿ aus￿
genomischer￿ DNA￿ kloniert.￿ Grundlage￿ der￿ Klonierung￿ bildete￿ eine￿ mit￿ Hilfe￿ eines￿












dieser￿ Arbeit￿ veröffentlicht:￿ Der￿ Rattenklon￿ (auch￿ nrg-1￿ oder￿ edg8￿ genannt)￿ unter￿ der￿

















darstellt.￿ Diese￿ Annahme￿ wird￿ zusätzlich￿ durch￿ die￿ hohe￿ Homologie￿ zum￿ rS1P5-Rezeptor￿
(86,6%)￿ unterstützt,￿ da￿ Malek￿ et￿ al.￿ (2000)￿ zeigen￿ konnten,￿ dass￿ S1P￿ den￿ endogenen￿
Liganden￿für￿diesen￿Rezeptor￿darstellt.￿￿
In￿ Tabelle￿ 24￿ sind￿ die￿ jeweiligen￿ Accessionnummern￿ der￿ Bac-Klone￿ (bacterial-artificial-
chromosome-Klone)￿und￿der￿Rezeptorsequenzen￿sowie￿die￿chromosomale￿Lokalisation￿und￿
DNA-Organisation￿ im￿ offenen￿ Leserahmen￿ der￿ humanen￿ Rezeptoren￿ aufgelistet.￿ Letzteres￿
wurde￿mittels￿PCR-Analyse￿mit￿genomischer￿DNA￿als￿Matrize￿(Primer￿wurden￿so￿gewählt,￿
dass￿die￿Start-￿und￿Stop-Codons￿der￿Rezeptoren￿umspannt￿wurden)￿untersucht￿(Daten￿nur￿




Zusätzlich￿ ist￿ die￿ eng￿ begrenzte￿ chromosomale￿ Lokalisation￿ aller￿ LPA/S1P-Rezeptoren￿ zu￿



































































































































































































































































quenz￿ der￿ Rezeptoren.￿ Die￿ grau￿ unterlegten￿ Sequenzen￿ geben￿ die￿ transmembranären￿
Bereiche￿ der￿ Proteine￿ an.￿ Die￿ Sequenzanalyse￿ wurde￿ mit￿ dem￿ Programm￿ Lasergene￿
durchgeführt.￿
            1                                                              60 
LPA1_human  MAAISTSIPV ISQPQFTAMN EPQCFYNESI AFFYNRSGKH LAT.EWNTVS KLVMGL..GI  
LPA3_human  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~MN E..CHYDKHM DFFYNRSNTD TVD.DW.TGT KLVIVLCVGT  
LPA2_human  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~MVI MGQCYYNETI GFFYNNSGKE LSS.HWR..P KDVVVVALGL  
S1P1_human  ~~~~~MGPTS VPLVKAHRSS VSDYVNYDII VRHYNYTGKL ..NISADKEN SIKLTSVVFI  
S1P2_human  ~~~~~~~~~~ ~~MATALPPR LQPVRGNETL REHYQYVGKL AGRLKEASEG S.TLTTVLFL  
S1P3_human  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~MGSL YSEYLNPNKV QEHYNYTKE. ..TLETQETT SRQVASAFIV  
S1P5_human  ~~~~~~~~~~ ~~~~~MESGL LRPAPVSEVI VLHYNYTGKL RG.ARYQPGA GLRADAVVCL  
S1P4_human  ~~~~~MNATG TPVAPESCQQ LAAGGHSRLI VLHYNHSGRL AGR.GGPS1P GLGALRGLSV  
            61                                                            120 
LPA1_human  TVCIFIMLAN LLVMVAIYVN RRFHFPIYYL MANLAAADFF AGLAYFYL MF NTGPNTRRLT  
LPA3_human  FFCLFIFFSN SLVIAAVIKN RKFHFPFYYL LANLAAADFF AGIAYVFLMF NTGPVSKTLT  
LPA2_human  TVSVLVLLTN LLVIAAIASN RRFHQPIYYL LGNLAAADLF AGVAYLFLMF HTGPRTARLS  
S1P1_human  LICCFIILEN IFVLLTIWKT KKFHRPMYYF IGNLALSDLL AGVAYTANLL LSGATTYKLT  
S1P2_human  VICSFIVLEN LMVLIAIWKN NKFHNRMYFF IGNLALCDLL AGIAYKVNIL MSGKKTFSLS  
S1P3_human  ILCCAIVVEN LLVLIAVARN SKFHSAMYLF LGNLAASDLL AGVAFVANTL LSGSVTLRLT  
S1P5_human  AVCAFIVLEN LAVLLVLGRH PRFHAPMFLL LGSLTLSDLL AGAAYAANIL  LSGPLTLKLS  
S1P4_human  AASCLVVLEN LLVLAAITSH MRSRRWVYYC LVNITLSDLL TGAAYLANVL LSGARTFRLA  
            121                                                           180 
LPA1_human  VSTWLLRQGL IDTSLTASVA NLLAIAIERH ITVFR.MQLH TRMSNRRVVV VIVVIWTMAI  
LPA3_human  VNRWFLRQGL LDSSLTASLT NLLVIAVERH MSIMR.MRVH SNLTKKRVTL LILLVWAIAI  
LPA2_human  LEGWFLRQGL LDTSLTASVA TLLAIAVERH RSVMA.VQLH SRLPRGRVVM LIVGVWVAAL  
S1P1_human  PAQWFLREGS MFVALSASVF SLLAIAIERY ITMLK.MKLH NGSNNFRLFL LISACWVISL  
S1P2_human  PTVWFLREGS MFVALGASTC SLLAIAIERH LTMIK.MRPY DANKRHRVFL LIGMCWLIAF  
S1P3_human  PVQWFAREGS ASITLSASVF SLLAIAIERH VAIAK.VKLY GSDKSCRMLL LIGASWLISL  
S1P5_human  PALWFAREGG VFVALTASVL SLLAIALERS LTMAR.RGPA PVSSRGRTLA MAAAAWGVSL  
S1P4_human  PAQWFLREGL LFTALAASTF SLLFTAGERF ATMVRPVAES GATKTSRVYG FIGLCWLLAA  
            181                                                           240 
LPA1_human  VMGAIPSVGW NCICDIENCS NMAPLYSDSY LVFWAIFNLV TFVVMVVLYA HIFGYVRQRT  
LPA3_human  FMGAVPTLGW NCLCNISACS SLAPIYSRSY LVFWTVSNLM AFLIMVVVYL RIYVYVKRKT  
LPA2_human  GLGLLPAHSW HCLCALDRCS RMAPLLSRSY LAVWALSSLL VFLLMVAVYT RIFFYVRRRV  
S1P1_human  ILGGLPIMGW NCISALSSCS TVLPLYHKHY ILFCTTVFTL LLLSIVILYC RIYSLVRTRS  
S1P2_human  TLGALPILGW NCLHNLPDCS TILPLYSKKY IAFCISIFTA ILVTIVILYA RIYFLVKSSS  
S1P3_human  VLGGLPILGW NCLGHLEACS TVLPLYAKHY VLCVVTIFSI ILLAIVALYV RIYCVVRSSH  
S1P5_human  LLGLLPALGW NCLGRLDACS TVLPLYAKAY VLFCVLAFVG ILAAICALYA RIYCQVRANA  
S1P4_human  LLGMLPLLGW NCLCAFDRCS SLLPLYSKRY ILFCLVIFAG VLATIMGLYG AIFRLVQASG  
            241                                                           300 
LPA1_human  MRMSRHSSGP R......RNR DTMMSLLKTV VIVLGAFIIC WTPGLVLLLL D.VCCP..QC  
LPA3_human  NVLSPHTSGS I......SRR RTPMKLMKTV MTVLGAFVVC WTPGLVVLLL DGLNCR..QC  
LPA2_human  QRMAEHVSCH P......RYR ETTLSLVKTV VIILGAFVVC WTPGQVVLLL DGLGCE..SC  
S1P1_human  RRLTFR.... .KNISKASRS SENVALLKTV IIVLSVFIAC WAPLFILLLL DV.GCKVKTC  
S1P2_human  RKVANH.... .NN......S ERSMALLRTV VIVVSVFIAC WSPLFILFLI DV.ACRVQAC  
S1P3_human  ADMA...... .........A PQTLALLKTV TIVLGVFIVC WLPAFSILLL DY.ACPVHSC  
S1P5_human  RRLPARPGTA GTTSTRARRK PRSLALLRTL SVVLLAFVAC WGPLFLLLLL DV.ACPARTC  
S1P4_human  QKAP...... ...RPAARRK ARR..LLKTV LMILLAFLVC WGPLFGLLLA DVFGSNLWAQ  
            301                                                           360 
LPA1_human  DVLAYEKFFL LLAEFNSAMN PIIYSYRDKE MSATFRQILC CQRSENPTGP TESSDRSASS  
LPA3_human  GVQHVKRWFL LLALLNSVVN PIIYSYKDED MYGTMKKMIC CFSQENP... ....ERRPSR  
LPA2_human  NVLAVEKYFL LLAEANSLVN AAVYSCRDAE MRRTFRRLLC CACLRQSTRE SVHYTSSAQG  
S1P1_human  DILFRAEYFL VLAVLNSGTN PIIYTLTNKE MRRAFIRIMS CCKCPSGD.. .........S  
S1P2_human  PILFKAQWFI VLAVLNSAMN PVIYTLASKE MRRAFFRLV. .CNC.LVR.. .........G  
S1P3_human  PILYKAHYFF AVSTLNSLLN PVIYTWRSRD LRREVLRPLQ CWRPGVGV.. .........Q  
S1P5_human  PVLLQADPFL GLAMANSLLN PIIYTLTNRD LRHALLRLVC CGRHSCGRDP SGS..QQSAS  
S1P4_human  EYLRGMDWIL ALAVLNSAVN PIIYSFRSRE VCRAVLSFLC CGCLRLGMRG PGDCLARAVE  
            361                                                         418 
LPA1_human  LNHTILAGVH SNDHSVV~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~ 
LPA3_human  IPSTVLSRSD TGSQYIEDSI SQGAVCNKST S~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~ 
LPA2_human  GASTRIMLPE NGHPLMTPPF SYLELQRYAA SNKSTAPDDL WVLLAQPNQQ D~~~~~~~ 
S1P1_human  AGKFKRPIIA GMEFSRSK.. .SDNSSHPQK DEGDNPETIM SSGNVNSSS~ ~~~~~~~~ 
S1P2_human  RGARASPIQP ALDPSRSKSS SSNNSSHSPK VKEDLPHTDP SSCIMDKNAA LQNGIFCN 
S1P3_human  GRRRVGTPGH HLLPLRSSSS LERGMHMPTS PTFLEGNTVV ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~ 
S1P5_human  AAEASGGLRR CLPPGLDGSF SGSERSSPQR DGLDTSGSTG SPGAPTAART LVSEPAAD 




Die￿Untersuchungen￿der￿Rezeptorexpression￿ in￿ dieser￿Arbeit￿ wurden￿mittels￿Northern￿Blot￿
sowie￿ mittels￿ PCR￿ mit￿ kommerziell￿ erworbener￿ oder￿ aus￿ RNA￿ hergestellter￿ cDNA￿
durchgeführt.￿Da￿viele￿GPCRs￿ein￿sehr￿geringes￿Expressionsniveau￿auf￿RNA-Ebene￿besitzen,￿
muss￿für￿ die￿ Northern-Blot-Analyse￿ entweder￿ mRNA￿ (bis￿ zu￿ 10￿ µg)￿ oder￿ eine￿ sehr￿ große￿
Menge￿an￿Gesamt-RNA￿(10-20￿µg)￿eingesetzt￿werden.￿Daher￿wurde￿diese￿Technik￿nur￿zur￿
Charakterisierung￿ der￿ Gewebeverteilung￿ des￿ neuen￿ S1P5-Rezeptors￿ in￿ verschiedenen￿
Organen￿ angewandt.￿ Alle￿ anderen￿ Expressionsuntersuchungen￿ wurden￿ mittels￿ PCR￿
durchgeführt.￿





(Bande￿ 8).￿ Alle￿ anderen￿ Plasmide￿ der￿ LPA/S1P-Rezeptoren￿ (Banden￿ 1-7)￿ wurden￿ nicht￿
amplifiziert.￿
Abbildung￿19:￿ Primerspezifität￿ der￿ hS1P5-Rezeptor-Primer.￿ Die￿ Plasmide￿ aller￿ humanen￿



















Abbildung￿20:￿ Test￿ der￿ Northern-Blot-Sonden￿ für￿ den￿ hS1P5-Rezeptor￿ (A)￿ und￿ rS1P5-Rezeptor￿ (B).￿
A:￿0,5￿µg￿ humane￿ Nieren-mRNA￿ (A1)￿ und￿ Herz-mRNA￿ (A2)￿ wurden￿ mit￿ der￿ Sonde￿ für￿ den￿
hS1P5-Rezeptor￿hybridisiert￿und￿mit￿dem￿Lumiimager￿ausgewertet.￿B:￿Ratten-Hirn-RNA￿(B1;￿





Tigy￿ 2001)￿ bekannt.￿ Da￿ mehrere￿ Rezeptoren￿ der￿ LPA/S1P-Familie￿ in￿ einigen￿ der￿ Herz-
Kreislauf-relevanten￿ Geweben￿ exprimiert￿ sind,￿ wird￿ die￿ Vermittlung￿ der￿ kardiovaskulären￿
Effekte￿ von￿ LPA￿ und￿ S1P￿ unter￿ anderem￿ diesen￿ Rezeptoren￿ zugeschrieben.￿ Um￿ eine￿
eventuelle￿ Zuordnung￿ der￿ Effekte￿ zu￿ einzelnen￿ Rezeptoren￿ durch￿ Ausschließen￿ der￿ nicht￿
exprimierten￿Rezeptoren￿vornehmen￿zu￿können,￿wurden￿alle￿humanen￿LPA/S1P-Rezeptoren￿
auf￿ ihre￿ Expression￿ in￿ kardiovaskulären￿ Geweben￿ hin￿ untersucht;￿ diese￿ Analysen￿ im￿
familienübergreifenden￿Kontext￿wurden￿bis￿dato￿noch￿nicht￿durchgeführt.￿
In￿Abbildung￿21￿sind￿die￿Expressionsdaten￿aller￿humanen￿LPA/S1P-Familienmitglieder￿in￿Herz,￿
linkem￿ Ventrikel,￿ linkem￿ Atrium,￿ Aorta,￿ Niere,￿ fötalem￿ Herzen￿ und￿ glatter￿ Muskulatur￿
dargestellt:￿Bis￿auf￿den￿S1P4-Rezeptor,￿der￿ausschließlich￿schwach￿exprimiert￿in￿der￿Niere￿zu￿
finden￿ war￿ (die￿ Bande￿ bei￿ ca.￿ 280￿ bp￿ im￿ Ventrikel,￿ dem￿ Atrium￿ und￿ der￿ Aorta￿ ist￿ ein￿
unspezifisches￿ Amplifikationsprodukt),￿ sind￿ alle￿ anderen￿ S1P-Rezeptoren￿ ubiquitär￿ in￿ den￿














in￿ allen￿ untersuchten￿ Geweben￿ zu￿ finden.￿ Die￿ Expressionsdaten￿ sind￿ -￿ soweit￿ die￿






Abbildung￿21:￿ Expressionsanalyse￿ mittels￿ PCR￿ der￿ humanen￿ S1P/LPA-Rezeptoren￿ in￿ Herz-Kreislauf-
relevanten￿Geweben.￿1:￿S1P1￿(467￿bp);￿2:￿LPA1￿(370￿bp);￿3:￿S1P3￿(491￿bp);￿4:￿LPA2￿(432￿bp);￿
5:￿S1P2￿(337￿bp);￿6:￿S1P4￿(513￿bp);￿7:￿LPA3￿(468￿bp);￿8:￿S1P5￿(538￿bp);￿ M1:￿100-bp-Marker;￿




















Es￿ sei￿ darauf￿ hingewiesen,￿ dass￿ im￿ Laufe￿ der￿ PCR-Untersuchungen￿ deutliche￿
Qualitätsunterschiede￿in￿den￿cDNA-Präparationen￿unterschiedlicher￿Herkunft￿und￿Hersteller￿
konstatiert￿worden￿sind,￿so￿dass￿ z.T.￿beim￿Einsatz￿gleicher￿cDNA-Mengen￿eines￿Organes￿
verschiedener￿ Chargen￿ unterschiedliche￿ Ergebnisse￿ erhalten￿ wurden.￿ Dies￿ sowie￿ die￿
Tatsache,￿dass￿es￿sich￿um￿eine￿Endpunkt-PCR￿handelt,￿erschwert￿die￿quantitative￿Aussage.￿
Jedoch￿kann￿für￿einen￿Rezeptor￿die￿Expression￿in￿verschiedenen￿Geweben￿semiquantitativ￿













untersuchten￿ Endothelzellen￿ (HCAEC,￿ humanen￿ Endothelzellen￿ der￿ Koronararterie;￿
HMVEC-L,￿ humanen￿ mikrovaskulären￿ Endothelzellen￿ der￿ Lunge;￿ HPAEC,￿ humanen￿
Endothelzellen￿der￿Pulmonararterie;￿HUVEC,￿humanen￿Endothelzellen￿der￿Nabelschnur)￿und￿







ausschließlich￿ in￿ glatten￿ Muskelzellen￿ zu￿ finden,￿ nicht￿ aber￿ in￿ Endothelzellen.￿ Der￿









HCAEC,￿ humane￿ Endothelzellen￿ der￿ Koronararterie;￿ HCAEMC,￿ humane￿ glatte￿ Muskelzellen￿
der￿Koronararterie;￿HMVEC-L,￿humane￿mikrovaskuläre￿Endothelzellen￿der￿Lunge;￿HPASMC,￿
humane￿ glatte￿ Muskelzellen￿ der￿ Pulmonararterie;￿ HPAEC,￿ humane￿ Endothelzellen￿ der￿
Pulmonararterie;￿HUVEC,￿humane￿Endothelzellen￿der￿Nabelschnur.￿
3.1.2.3￿ Die￿Gewebeverteilung￿des￿humanen￿und￿Ratten-S1P5-Rezeptors￿

























jedoch￿ beide￿ zusammen￿ in￿ den￿ jeweiligen￿ Geweben￿ auftreten.￿ Die￿ von￿ Im￿ et￿ al.￿ (2000)￿
beschriebene￿ Expression￿ in￿ der￿ Milz￿ konnte￿ in￿ unseren￿ Untersuchungen￿ nicht￿ bestätigt￿
werden.￿Dies￿geht￿allerdings￿konform￿mit￿der￿Publikation￿von￿Glickman￿et￿al.￿(1999),￿die￿auch￿
keine￿Expression￿in￿der￿Milz￿nachweisen￿konnten.￿
Abbildung￿23:￿ Expressionsprofil￿ des￿ hS1P5-Rezeptors￿ (A)￿ und￿ des￿ rS1P5-Rezeptors￿ (B)￿ mittels￿





Expression￿ erneut￿ untersucht.￿ Die￿ Herkunft￿ der￿jeweiligen￿ RNA￿ ist￿ oberhalb￿des￿ Blots,￿ die￿
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Aufgrund￿ der￿ extrem￿ unterschiedlichen￿ Gewebeverteilung￿ des￿ humanen￿ und￿ Ratten-
S1P5-Rezeptors￿machte￿die￿geplante￿und￿methodisch￿optimierte￿Expressionsuntersuchung￿in￿
Herz-Kreislauf-relevanten￿ Tiermodellen￿ mittels￿ LightCycler￿ keinen￿ Sinn.￿ Hier￿ werden￿ in￿ der￿
Regel￿Ratten￿als￿Versuchstiere￿gewählt,￿in￿denen￿dann￿in￿relevanten￿Geweben￿kranker￿Tiere￿
(z.B.￿ Herz￿ und￿ Niere)￿ nach￿ Expressionsunterschieden￿ des￿ Zielmoleküls￿ im￿ Vergleich￿ zu￿






























beeinträchtigten.￿ Folglich￿ wurde￿ für￿ die￿ Messungen￿ des￿ hS1P5-Rezeptors￿ sowie￿ des￿
rS1P5-Rezeptors￿ die￿ Kombination￿ mit￿ Gaqi5￿ gewählt.￿ Es￿ sei￿ darauf￿ hingewiesen,￿ dass￿ die￿
absoluten￿ Messwerte￿ für￿ die￿ Gaqi5-Kombination￿ beim￿ rS1P5-Rezeptor￿ mit￿ durchschnittlich￿




2+]i-Freisetzung￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ nach￿ Transfektion￿ mit￿ dem￿
rS1P5-Rezeptor￿und￿verschiedenen￿G-Proteinen.￿Eine￿Dosiswirkungskurve￿für￿S1P￿von￿3￿nM￿
bis￿ 10000￿ nM￿ wurde￿ nach￿ transienter￿ Transfektion￿ des￿ G-Proteins￿ alleine￿ oder￿ des￿





Nach￿ transienter￿ Kotransfektion￿ des￿ hS1P5-Rezeptors￿ und￿ Gaqi5￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ und￿
anschließender￿S1P-Stimulation￿konnte￿ein￿deutliches￿Fluoreszenzsignal￿im￿FLIPR￿detektiert￿
werden￿ und￿ somit￿ die￿ Ligandenfunktion￿ des￿ S1P￿ am￿ hS1P5-Rezeptor￿ gezeigt￿ werden.￿ In￿




den￿ hS1P5-￿ und￿ rS1P5-Rezeptor,￿ gemessen￿ mit￿ der￿ FLIPR-Technologie.￿ Humaner￿ oder￿












rS1P5+￿Ga a a a16






























160 rS1P5+￿Ga a a aD D D D6qi4myr
















































































































































152￿ zu￿ finden)￿ aus￿ den￿ Gruppen￿ der￿ Prostaglandine,￿ Thromboxane,￿ Leukotriene,￿ HETE´ s￿
(Hydroxyeicosatetraensäuren),￿DiHETE´ s￿(Dihydroxyeicosatetraensäuren),￿Lipoxine￿und￿ande-
rer￿ Eicosanoide,￿ ungesättigten￿ Fettsäuren,￿ Anandamide,￿ Retinoide,￿ Vitamin-D-Metaboliten,￿
PPAR-￿(proteasome￿proliferator￿activated￿receptor)￿Liganden,￿Sphingoide￿und￿des￿Plättchen-
aktivierenden￿Faktors￿(PAF)￿sowie￿LPA.￿
Betrachtet￿ man￿ die￿ Originaldaten￿ bei￿ der￿ S1P-Messung￿ des￿ hS1P5-Rezeptors￿ in￿
CHO-K1-Zellen,￿wird￿deutlich,￿dass￿hier￿die￿Signale￿nur￿eine￿Intensität￿zwischen￿1500￿und￿
3500￿ Fluoreszenzeinheiten￿ erreichen￿ und￿ somit￿ deutlich￿ unter￿ denen￿ des￿ rS1P5-Rezeptors￿
sowie￿ der￿ anderen￿ S1P-Rezeptoren￿ liegen￿ (Daten￿ nicht￿ gezeigt).￿ Damit￿ bestand￿ bei￿ der￿
Messung￿ der￿ Substanz-Bibliothek￿ bei￿ schwach￿ wirksamen￿ Liganden￿ die￿ Gefahr,￿ deren￿







wurde￿ zusätzlich￿ die￿ optimale￿ Zellzahl￿ (gutes￿ Hintergrund-zu-Signal-Verhältnis)￿ wie￿ in￿
Abbildung￿26￿dargestellt￿mit￿dem￿vorher￿ermittelten￿G-Protein￿Gaqi5￿ermittelt￿und￿mit￿60000￿






mit￿ 1￿ µM￿ S1P￿ wurde￿ das￿ Calcium-Signal￿ mit￿ dem￿ FLIPR￿ bestimmt.￿ Dargestellt￿ ist￿ ein￿
repräsentativer￿Versuch.￿
Alle￿ anderen￿ S1P-Rezeptoren￿ wurden￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ gemessen.￿ Dabei￿ erforderte￿ die￿
Messung￿ des￿ S1P3-Rezeptors￿ keine￿ G-Protein-Kotransfektion,￿ der￿ S1P1-Rezeptor,￿ der￿
S1P2-Rezeptor￿ sowie￿ der￿ S1P5-Rezeptor￿ wurden￿ zusammen￿ mit￿ Gaqi5￿ transfiziert.￿ Die￿
































































well￿￿ H10￿ -￿ H12:￿1￿ µ￿ M￿S1P￿


























well￿H10￿ -￿ H12:￿1￿ µ￿ M￿S1P￿
Platte￿2￿






















































well￿￿ H10+H12:￿1￿ ￿µ￿ ￿M￿S1P￿
Platte￿2￿
well￿￿ G10￿ -￿ G12:￿1￿ µ￿ M￿S1P￿
Well￿ Lipid￿ qi5￿ rS1P5￿+￿qi5￿ stand.￿Antwort￿
H10-H12￿ 1￿µM￿S1P￿￿ 0￿ 5196￿ 5196￿
F5￿ 1￿µM￿LPA￿ 5893￿ 4327￿ -1566￿
F3￿ 1￿µM￿C-PAF￿ 1017￿ 1570￿ 553￿
E10￿ 1￿µM￿2-EPA-PAF￿ 0￿ 1354￿ 1354￿
E9￿ 1￿µM￿2-AA-PAF￿ 0￿ 3121￿ 3121￿
E8￿ 1￿µM￿Enantio-PAF￿ 0￿ 3883￿ 3883￿
E7￿ 1￿µM￿PAF-C18:1￿ 1256￿ 3765￿ 2509￿
E6￿ 1￿µM￿Lyso-PAF￿ 0￿ 2421￿ 2421￿
D8￿ 1￿µM￿dhS1P￿ 0￿ 5144￿ 5144￿





Hintergrundsignale￿ für￿ Platte￿ 3￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ dargestellt.￿ D￿ gibt￿ einen￿ tabellarischen￿
Überblick￿ über￿ die￿ am￿ rS1P5￿ identifizierten￿ aktiven￿ Lipide￿ sowie￿ die￿ von￿ diesen￿ Lipiden￿
induzierten￿ Hintergrundsignale￿ und￿ die￿ anschließend￿ standardisierten￿ Antworten.￿ Es￿ ist￿
exemplarisch￿ das￿ Ergebnis￿ einer￿ Messung￿ dargestellt,￿ die￿ repräsentativ￿ für￿ mind.￿ drei￿
Messungen￿ist.￿
Erstaunlicherweise￿ konnten￿ die￿ Ergebnisse,￿ die￿ in￿ Mehrfachmessungen￿ mit￿ der￿ Substanz-
Bibliothek￿ bestätigt￿ wurden,￿ bei￿ Verwendung￿ der￿ Einzelsubstanzen￿ aus￿ eigenen￿
Stammlösungen￿nicht￿reproduziert￿werden.￿Bei￿ C-PAF￿und￿PAF-C18:1￿ ergab￿sich￿bei￿den￿





den￿ Lösungen￿ der￿ Substanzen￿ der￿ Substanz-Bibliothek￿ sowie￿ in￿ den￿ Stammlösungen￿ der￿
Einzelsubstanzen￿ geprüft.￿ Hierbei￿ stellte￿ sich￿ heraus,￿ dass￿ insbesondere￿ die￿ eigens￿
hergestellten￿ Lösungen￿ einen￿ sehr￿ hohen￿ Grad￿ an￿ Zersetzungsprodukten￿ aufwiesen.￿
Besonders￿stark￿betroffen￿waren￿2-AA-PAF￿und￿Enantio-PAF,￿die￿aufgrund￿ihrer￿ungesättigten￿
Struktur￿ besonders￿ anfällig￿ sind￿ (Spektren￿ siehe￿ im￿ Anhang￿ E,￿ Seite￿ 159).￿ Da￿ diese￿
Zersetzungen￿ durch￿ Licht,￿ Sauerstoff￿ oder￿ geringe￿ Mengen￿ an￿ Schwermetallen￿ katalysiert￿
werden,￿und￿im￿Rahmen￿dieser￿Arbeit￿weder￿unter￿Lichtausschluss￿gearbeitet￿werden￿konnte,￿
eine￿ Lagerung￿ der￿ Substanzen￿ unter￿ Inertgas￿ nicht￿ möglich￿ und￿ auch￿ ein￿ vollständiger￿













Abbildung￿ 28￿ zeigt￿ Effekte￿ einer￿ Auswahl￿ einiger￿ Lipide￿ auf￿ die￿ S1P-vermittelte￿ [Ca
2+]i-






























wurde￿ eine￿ Dosiswirkungskurve￿ vom￿ S1P￿ im￿ FLIPR￿ aufgenommen.￿ In￿ Abbildung￿ 29￿ sind￿
exemplarisch￿ drei￿ verschiedene￿ Lipide￿ und￿ deren￿ allosterische￿ Effekte￿ auf￿ die￿ S1P-￿
Dosiswirkungskurve￿im￿FLIPR-Versuch￿dargestellt.￿In￿Abbildung￿29￿A￿wird￿der￿Einfluss￿von￿
8-Epi-PGF2a￿auf￿den￿rS1P5-Rezeptor￿gezeigt.￿Erstaunlicherweise￿bewirkte￿die￿Inkubation￿mit￿
10￿ nM￿ 8-Epi-PGF2a￿ eine￿ Erhöhung￿ und￿ 100￿ nM￿ eine￿ Erniedrigung￿ der￿ S1P-vermittelten￿
[Ca





























































vorausgegangenen￿ Einpunktuntersuchungen￿ zufolge￿ hätte￿ es￿ jedoch￿ insgesamt￿ zu￿ einer￿
leichten￿Erhöhung￿kommen￿müssen.￿In￿Abbildung￿29￿B￿–￿hier￿sind￿die￿Effekte￿von￿LTB4￿am￿






getroffen￿ werden.￿ Zudem￿ näherten￿ sich￿ die￿ Kurven￿ mit￿ zunehmender￿ Häufigkeit￿ der￿
Durchführung￿stetig￿aneinander￿an.￿
Abbildung￿29:￿￿ Allosterische￿ Effekte￿ verschiedener￿ Lipide￿ auf￿ die￿ Dosiswirkungskurve￿ der￿ S1P-
induzierten￿[Ca
2+]i-Freisetzung.￿Mit￿dem￿rS1P5-Rezeptor￿(A￿und￿B)￿oder￿hS1P5-Rezeptor￿(C)￿
und￿ Gaqi5￿ transient￿ transfizierte￿ CHO-K1-Zellen￿ wurden￿ mit￿ den￿ entsprechenden￿
Konzentrationen￿ an￿ 8-Epi-PGF2a (A),￿ LTB4￿ (B)￿ oder￿ 16,16-Dimethyl-PGE2￿ (C)￿ für￿ 3￿ Minuten￿
inkubiert,￿ danach￿ mit￿ steigenden￿ Konzentrationen￿ an￿ S1P￿ stimuliert￿ und￿ die￿ S1P-induzierte￿
[Ca
2+]i-Freisetzung￿ mit￿ der￿ FLIPR-Technologie￿ gemessen.￿ 100%￿ =￿ Maximalwert￿ ohne￿ Lipid.￿
￿￿±￿S.E.M.,￿n￿=￿3￿
























































































Zusammenfassend￿ lässt￿ sich￿ sagen,￿ das￿ die￿ FLIPR-Technologie￿ zur￿ Identifizierung￿ von￿








Neben￿ agonistisch￿ und￿ allosterisch￿ wirkenden￿ Substanzen￿ stellen￿ auch￿ Antagonisten￿ ein￿
wichtiges￿ Merkmal￿ und￿ Werkzeug￿ bei￿ der￿ Charakterisierung￿ von￿ Rezeptoren￿ dar.￿ Daher￿
wurden￿die￿Effekte￿des￿polyzyklischen￿anionischen￿Moleküls￿Suramin￿und￿dessen￿Analogon￿
NF023￿ (Strukturformeln￿ siehe￿ im￿ Anhang￿ F,￿ Seite￿ 166)￿ auf￿ die￿ S1P-vermittelte￿ Rezeptor-
Aktivierung￿am￿h-￿und￿rS1P5-Rezeptor￿untersucht.￿Suramin￿ist￿bekannt￿für￿seine￿Blockade￿
vieler￿ Rezeptor-Liganden-Interaktionen,￿ zu￿ denen￿ auch￿ die￿ von￿ S1P￿ und￿ LPA￿ gehören￿
(Durieux￿et￿al.,￿1993,￿Postma￿et￿al.,￿1996).￿Vor￿kurzem￿wurde￿berichtet,￿dass￿Suramin￿in￿einem￿





Um￿ die￿ antagonistischen￿ Eigenschaften￿ von￿ Suramin￿ und￿ NF023￿ auf￿ die￿ S1P-vermittelte￿
[Ca
2+]i-Freisetzung￿ zu￿ bestimmen,￿ wurden￿ den￿ hS1P5–￿ oder￿ rS1P5-Rezeptor-￿ und￿
Gaqi5-exprimierende￿CHO-K1-Zellen￿mit￿steigenden￿Konzentrationen￿an￿Suramin￿oder￿NF023￿
inkubiert,￿ mit￿ S1P￿ (1￿ µM￿ für￿ den￿ rS1P5-Rezeptor;￿ 3￿ µM￿ für￿ den￿ hS1P5-Rezeptor;￿ diese￿
Konzentrationen￿ entsprechen￿ 85%￿ der￿ S1P-Konzentration￿ mit￿ dem￿ maximalen￿ Effekt￿ am￿
jeweiligen￿ Rezeptor)￿ stimuliert￿ und￿ das￿ jeweils￿ freigesetzte￿ Calcium￿ mit￿ dem￿ FLIPR￿
quantifiziert.￿ Interessanterweise￿ war￿ der￿ hS1P5-Rezeptor￿ sensitiv￿ gegenüber￿ Suramin-￿ und￿
NF023-Antagonismus.￿ Die￿ S1P-vermittelte￿ Calciumfreisetzung￿ wurde￿ in￿ Gegenwart￿ von￿










einer￿ maximalen￿ Hemmung￿ von￿ 50%￿ (Abbildung￿ 30￿ A)￿ unterdrückt.￿ NF023￿ konnte￿ eine￿






Um￿ sicherzustellen,￿ dass￿ der￿ Suramin-￿ und￿ NF023-Antagonismus￿ am￿ humanen￿ und￿
rS1P5-Rezeptor￿nicht￿auf￿einen￿unspezifischen￿Effekt￿der￿Testsubstanzen￿auf￿das￿Koppeln￿von￿
Rezeptor￿ und￿ G-Protein,￿ sondern￿ auf￿ eine￿ spezifische￿ Inhibition￿ der￿ transmembranären￿
Rezeptoren￿ zurückzuführen￿ ist,￿ wurde￿ folgendes￿ Kontrollexperiment￿ durchgeführt:￿ Der￿Gai-
gekoppelte￿Dopamin-D2-Rezeptor￿wurde￿bei￿einer￿Kotransfektion￿mit￿Gaqi5￿weder￿von￿Suramin￿
(Einschub￿Abbildung￿30￿A)￿noch￿von￿NF023￿(Einschub￿Abbildung￿30￿B)￿gehemmt.￿Hierdurch￿
konnte￿ ein￿ unspezifischer,￿ genereller￿ Antagonismus￿ von￿ Suramin￿ und￿ NF023￿ auf￿ die￿
Rezeptor/G-Protein-Kopplung￿ausgeschlossen￿werden.￿￿
Abbildung￿30:￿￿Hemmung￿ der￿ S1P-vermittelten￿ [Ca
2+]i-Mobilisation￿ durch￿ Suramin￿ (A)￿ und￿ NF023￿ (8,8`-
(Carbonylbis(imino-3,1-phenylen))bis-(1,3,5-naphtalentrisulfonsäure))￿ (B)￿ in￿ transient￿ mit￿
humanem￿ oder￿ rS1P5-Rezeptor￿ und￿ Ga a a aqi5￿ kotransfizierten￿ CHO-K1-Zellen.￿ CHO-K1-Zellen￿





S1P-Stimulation￿ nach￿ Inkubation￿ mit￿ Puffer.￿ Einschub:￿ Hemmung￿ der￿ Dopamin-vermittelten￿
[Ca
2+]i-Freisetzung￿durch￿Suramin￿(A)￿oder￿NF023￿(B)￿in￿CHO-K1-Zellen,￿die￿transient￿mit￿dem￿
humanen￿ D2-Rezeptor￿ und￿ Gaqi5￿ kotransfiziert￿ wurden.￿ Zellen￿ wurden￿ mit￿ 100￿ nM￿ Dopamin￿
stimuliert￿und￿die￿Calcium-Freisetzung,￿wie￿oben￿beschrieben,￿gemessen.￿￿￿±￿S.E.M.;￿n￿=￿3￿

























































































































Im￿ folgenden￿ Kapitel￿ werden￿ die￿ Untersuchungen￿ der￿ funktionellen￿ Eigenschaften￿ des￿
hS1P5-Rezeptors￿ beschrieben.￿ Die￿ anderen￿ S1P-Rezeptoren￿ wurden￿ hier￿ nicht￿ mit￿
eingeschlossen,￿da￿ein￿Großteil￿der￿durchgeführten￿Versuche￿für￿diese￿Rezeptoren￿bereits￿in￿
der￿Literatur￿beschrieben￿worden￿ist.￿￿
Bei￿ den￿ intern￿ durchgeführten￿ Versuchen￿ wurde￿ eine￿ den￿ jeweiligen￿ Rezeptor￿ stabil￿




S1P-Stimulation￿ getestet.￿ In￿ Abbildung￿ 31￿ sind￿ die￿ Dosiswirkungskurven￿ für￿ S1P￿ am￿
hS1P5-Rezeptor￿(A)￿und￿rS1P5-Rezeptor￿(B)￿in￿HEK293(PSC)-Zellen￿dargestellt.￿Die￿absoluten￿
Werte￿ für￿ 100%￿ liegen￿ nach￿ Abzug￿ des￿ endogenen￿ Signals￿ zwischen￿ 15000￿ und￿ 25000￿
Fluoreszenzeinheiten,￿ womit￿ die￿ Funktionalität￿ der￿ stabilen￿ Zelllinien￿ unter￿ Beweis￿ gestellt￿
wurde.￿
Abbildung￿31:￿￿ Dosiswirkungskurven￿für￿S1P￿in￿den￿hS1P5-Rezeptor￿(A)￿und￿rS1P5-Rezeptor￿(B)￿stabil￿
exprimierenden￿ Zelllinien.￿ Die￿ stabilen￿ Zelllininen￿ wurden￿ mit￿ steigenden￿ Konzentrationen￿
S1P￿ stimuliert￿ und￿ die￿ Freisetzung￿ von￿ [Ca
2+]i￿ mit￿ dem￿ FLIPR￿ gemessen.￿ Daten￿ wurden￿
normalisiert￿und￿auf￿die￿maximale￿Antwort￿prozentuiert.￿￿￿±￿S.E.M.;￿n￿=￿3;￿100%￿=￿15000-25000￿
Einheiten￿
3.1.4.1￿ GTPg g g gS-Versuche￿
Der￿Austausch￿von￿GDP￿durch￿GTPgS￿erfolgte￿in￿Membranpräparation￿der￿stabilen￿hS1P5-￿































































Lipidzugabe￿ bei￿ keinem￿ der￿ getesteten￿ Lipide￿ ein￿ signifikanter￿ Anstieg￿ des￿ gebundenen￿
[
35S]GTPgS￿festgestellt￿werden.￿
Abbildung￿32:￿ GTPg g g gS￿ ￿ ￿ ￿Bindungsversuche￿ mit￿ Membranen￿ von￿ den￿ hS1P5-Rezeptor-￿ (A)￿ und￿ den￿
rS1P5-Rezeptor-￿(B)￿exprimierenden￿Zellen￿mit￿1￿µM￿der￿angegebenen￿Lipide.￿Membranen￿







schon￿ ein￿ Tag￿ von￿ entscheidender￿ Bedeutung)￿ des￿ radioaktiven￿ [
35S]GTPgS￿ eine￿ große￿











































































Abbildung￿ 33￿ zeigt￿ die￿ im￿ Anschluss￿ an￿ die￿ 1-Punkt-Messungen￿ bestimmten￿
Dosiswirkungskurven￿ für￿ S1P,￿ dhS1P￿ und￿ Sphingosin￿ am￿ hS1P5-Rezeptor￿ (A)￿ sowie￿ am￿
rS1P5-Rezeptor￿ (B).￿ Die￿ Einschübe￿ zeigen￿ einen￿ repräsentativen￿ Versuch￿ zur￿
Veranschaulichung￿des￿Messfensters.￿
Abbildung￿33:￿ Dosiswirkungskurven￿ für￿ S1P,￿ dhS1P,￿ SPH￿ am￿ hS1P5-Rezeptor￿ (A)￿ und￿ am￿









































































































































































































































































































































































In￿ Tabelle￿ 25￿ sind￿ die￿ jeweiligen￿ EC50-Werte￿ (nM)￿ im￿ Vergleich￿ zu￿ den￿ schon￿ teilweise￿
publizierten￿ Daten￿ dargestellt.￿ Die￿ zum￿ Teil￿ etwas￿ abweichenden￿ Werte￿ können￿ auf￿
unterschiedliche￿ Versuchsbedingungen￿ zurückgeführt￿ werden,￿ die￿ grundsätzliche￿ Tendenz￿
S1P>￿dhS1P>>￿Sphingosin￿(unpubliziert)￿findet￿sich￿jedoch￿bei￿allen￿Untersuchungen￿wieder.￿
￿





























35S]GTPg g g gS-Bindung￿am￿hS1P5-
Rezeptor￿(A)￿sowie￿am￿rS1P5-Rezeptor￿(B)￿durch￿PTX￿(Pertussis-Toxin).￿Zellen￿wurden￿vor￿
der￿Membranpräparation￿mit￿100￿ng/ml￿PTX￿oder￿normalem￿Medium￿inkubiert.￿Die￿Bestimmung￿
der￿ Dosiswirkungskurven￿ erfolgte￿ wie￿ in￿ Abbildung￿ 32￿ beschrieben.￿ Gezeigt￿ ist￿ ein￿
repräsentativer￿Versuch￿von￿mindestens￿drei￿unabhängigen￿Versuchen.￿

































































































































































































beschriebene￿ Entdeckung:￿ Sowohl￿ der￿ hS1P5-Rezeptor￿ als￿ auch￿ das￿ Rattenhomologe￿












endogenen￿ S1P-Rezeptoren￿ in￿ HEK293-Zellen￿ (Meyer￿ zu￿ Heringdorf￿ et￿ al.,￿ 2001)￿ wurde￿
allerdings￿eine￿Erhöhung￿der￿cAMP-Konzentration￿in￿der￿Vektor-exprimierenden￿Zelle￿bewirkt￿
(in￿ unseren￿ Versuchen￿ um￿ ca.￿ 10%),￿ während￿ die￿ cAMP-Konzentration￿ in￿ S1P5-Rezeptor-
exprimierenden￿Zellen￿(in￿csFCS￿kultiviert)￿mit￿und￿ohne￿S1P-Stimulation￿in￿etwa￿identisch￿

























































Forskolin￿ (einem￿ Diterpenoid,￿ das￿ standardmäßig￿ zur￿ Aktivierung￿ der￿ Adenylatzyklase￿
eingesetzt￿ wird)￿ stimuliert￿ und￿ danach￿ die￿ Hemmung￿ der￿ Forskolin-induzierten￿




Beim￿ Ermitteln￿ der￿ optimalen￿ Forskolin-Konzentration￿ wurde￿ die￿ folgende￿ Beobachtung￿
gemacht:￿ Die￿ Forskolin-induzierte￿ Aktivierung￿ der￿ Adenylatzyklase￿ in￿ den￿ S1P5-Rezeptor-
exprimierenden￿Zellen￿fiel￿immer￿signifikant￿geringer￿aus￿als￿in￿Vektor-exprimierenden￿Zellen￿
(Abbildung￿36￿B).￿




































































(nicht￿ gezeigt)￿ bei￿ 1￿ µM￿ sich￿ besser￿ zur￿ Auswertung￿ eigneten,￿ wurde￿ in￿ den￿ folgenden￿













Abbildung￿37:￿ Effekte￿ verschiedener￿ Lipide￿ auf￿ die￿ cAMP-Produktion￿ mit￿ und￿ ohne￿ Forskolin-
Stimulation.￿ Zellen,￿ die￿ das￿ angegebene￿ Plasmid￿ stabil￿ exprimieren,￿ wurden￿ in￿ csFCS-
haltigem￿Medium￿kultiviert.￿A:￿Nach￿Stimulation￿der￿Zellen￿mit￿500￿nM￿oder￿1￿µM￿Forskolin￿in￿


















































































































































































































































Signaltransduktionsweges￿ durch￿ die￿ S1P5-Rezeptoren￿ gemessen￿ werden,￿ während￿ der￿
Neurotensinrezeptor￿ einen￿ ~8,5fachen￿ Anstieg￿ der￿ SRE–Menge￿ durch￿ Neurotensin-
Stimulation￿bewirken￿konnte.￿
￿
Tabelle￿26:￿ Aktivierung￿ des￿ Rho-Signaltransduktionsweges￿ in￿ stabilen￿ Zelllinien￿ der￿ jeweiligen￿












Herkunft￿ handelte￿ als￿ die￿ im￿ Rahmen￿ dieser￿ Arbeit￿ zur￿ Herstellung￿ der￿ stabilen￿ Zelllinien￿
verwendeten￿HEK293(PSC)-Zellen,￿wurde￿die￿Anwesenheit￿der￿Ga- ￿und￿Gb-Untereinheiten￿
in￿den￿Zellsystemen￿mittels￿Western￿Blot￿überprüft.￿So￿konnte￿sichergestellt￿ werden,￿dass￿
ausbleibende￿ Signale￿ nicht￿ durch￿ fehlende￿ a-￿ oder￿ b-Untereinheiten￿ bedingt￿ waren.￿ Der￿















Zelllinien.￿ Zellmembranen￿ wurden￿ per￿ Polyacrylamid-Gelelektrophorese￿ aufgetrennt,￿ auf￿
Membranen￿ übertragen,￿ mit￿ primärem￿ und￿ sekundärem￿ Antikörper￿ inkubiert￿ und￿ mit￿ Hilfe￿ des￿
entsprechenden￿Detektionsreagenzes￿im￿Fujifilm-FPM800A–Gerät￿analysiert.￿Die￿im￿Folgenden￿
angegebene￿Reihenfolge￿der￿aufgetragenen￿Präparationen￿ist￿bei￿allen￿Blots￿identisch:￿hS1P5,￿
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hemmt￿ der￿ rS1P5-Rezeptor￿ als￿ einziger￿ der￿ untersuchten￿ S1P-Rezeptoren￿ die￿ ERK-
Phosphorylierung￿(Malek￿et￿al.,￿2001).￿Die￿Serin/Threonin-Kinasen￿ERK1/2￿gehören￿zur￿MAP-
(mitogen-activated￿ protein-)Kinasen-Superfamilie￿ und￿ werden￿ durch￿ Phosphorylierung￿
homologer￿Threonin-￿und￿Serinreste￿durch￿spezifische￿MAP-Kinasen-Kinasen￿aktiviert.￿Daher￿














wurde￿ auf￿ eine￿ Charakterisierung￿ der￿ in￿ allen￿ anderen￿ funktionellen￿ Untersuchungen￿
eingesetzten￿Lipide￿verzichtet.￿Ergebnisse￿
￿ 99
Abbildung￿39:￿ Effekte￿ des￿ hS1P5-Rezeptors￿ auf￿ die￿ ERK-(extracellular-signal-regulated-kinase-)￿




bestimmt.￿ Gezeigt￿ ist￿ ein￿ repräsentativer￿ Versuch￿ von￿ 2-4￿ unabhängigen￿ Versuchen.￿ (Die￿
gezeigten￿Ergebnisse￿wurden￿von￿Herrn￿A.￿Blaukat￿zur￿Verfügung￿gestellt).￿




an￿ Gaq￿ koppelnden￿ Rezeptors￿ deutlich￿ geringer￿ aus￿ (Xing￿ et￿ al.,￿ 2000),￿ und￿ es￿ ist￿ daher￿
schwer￿bis￿unmöglich,￿diese￿mit￿der￿FLIPR-Technologie￿zu￿detektieren.￿In￿CHO-K1-Zellen￿ist￿
daher￿ zur￿ Messung￿ der￿ S1P-induzierten￿ [Ca
2+]i-Freisetzung￿ über￿ den￿ S1P5-Rezeptor￿ die￿
Kotransfektion￿eines￿promiskuitiven￿G-Proteins￿erforderlich.￿Es￿handelt￿sich￿hier￿also￿nicht￿um￿
den￿nativen,￿sondern￿um￿einen￿künstlichen￿Signaltransduktionsweg.￿Um￿zu￿untersuchen,￿ob￿
sich￿ für￿ die￿ getesteten￿ Lipide￿ auch￿ bei￿ der￿ [Ca





untersucht.￿ Bei￿ dieser￿ alternativen,￿ hoch￿ sensitiven￿ Methode￿ wird￿ Aequorin￿ als￿ Calcium-
Sensor￿ verwendet￿ (Parnot￿ et￿ al.,￿ 2000;￿ Kotani￿ et￿ al.,￿ 2001;￿ Le￿ Poul￿ et￿ al.,￿ 2002).￿ Durch￿
Verwendung￿ eines￿ Aequorin-GFP-Fusionskonstruktes￿ kann￿ die￿ Sensitivität￿ noch￿ erhöht￿
werden￿ (Baubet￿ et￿ al.,￿ 2001).￿ Abbildung￿ 40￿ zeigt,￿ dass￿ die￿ S1P-￿ und￿ dhS1P-induzierte￿
[Ca
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Die￿ Dosiswirkungskurven￿ (Abbildung￿ 41)￿ von￿ S1P￿ und￿ dhS1P￿ verdeutlichen￿ nochmal￿ das￿
Problem￿der￿zu￿hohen￿Sensitivität.￿Mit￿einem￿EC50-Wert￿von￿1￿µM￿kann￿S1P￿noch￿eine￿vom￿
endogenen￿ Signal￿ (Vektor)￿ trennbare￿ [Ca























































programmierten￿ Zelltod￿ -￿ angesehen.￿ Für￿ S1P￿ ist￿ im￿ nanomolaren￿ Konzentrationsbereich￿













auf,￿ während￿ den￿ rS1P2-Rezeptor-exprimierende￿ Zellen￿ nur￿ teilweise￿ ihre￿ Morphologie￿
änderten￿(Abbildung￿42,￿1￿+￿2).￿Mit￿steigendem￿Expressionsniveau￿(steigender￿Intensität￿der￿
grünen￿Farbe)￿stieg￿auch￿die￿Intensität￿der￿Rundung.￿Durch￿Vektor-Transfektion￿wurde￿keine￿







Abbildung￿42:￿ Zellrundung￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ nach￿ transienter￿ Transfektion￿ mit￿ den￿ angegebenen￿
Plasmiden￿ und￿ Kultivierung￿ in￿ FCS￿ (1,￿ 2)￿ und￿ csFCS￿ (3,￿ 4).￿ CHO-K1-Zellen￿ wurden￿
transient￿ mit￿ den￿ angegebenen￿ Plasmiden￿ und￿ einem￿ für￿ ein￿ grün-fluoreszierendes-Protein-
(GFP-)kodierenden￿ Plasmid￿ kotransfiziert￿ (4:1),￿ 34￿ h￿ in￿ FCS-haltigem￿ (1,￿ 2)￿ oder￿ csFCS-
haltigem￿(3,￿4)￿Medium￿kultiviert￿und￿anschließend￿fluoreszenzmikroskopisch￿analysiert.￿
Um￿ zu￿ klären,￿ ob￿ die￿ beobachtete￿ Abrundung￿ der￿ Zellen￿ evtl.￿ Gai￿ vermittelt￿ sein￿ könnte,￿
wurden￿ die￿ Zellen￿ wie￿ beschrieben￿ kultiviert,￿ wobei￿ 24￿ h￿ vor￿ der￿ mikroskopischen￿
Untersuchung￿ 100￿ ng/ml￿ PTX￿ zum￿ Medium￿ hinzugefügt￿ wurden.￿ Bei￿ der￿
fluoreszenzmikroskopischen￿Untersuchung￿war￿kein￿Unterschied￿zu￿den￿PTX-frei￿kultivierten￿
Zellen￿ zu￿ sehen.￿ Während￿ den￿ hS1P5-￿ und￿ rS1P5-Rezeptor-exprimierende￿ Zellen￿ eine￿







Frage,￿ ob￿ der￿ humane￿ S1P5-Rezeptor￿ die￿ gleichen￿ antiproliferativen￿ Eigenschaften￿ in￿
CHO-K1-Zellen￿ wie￿ sein￿ Ratten-Homologes￿ aufweist.￿ Als￿ Positivkontrolle￿ wurde￿ auch￿ der￿
rS1P5-Rezeptor￿untersucht,￿um￿den￿direkten￿Vergleich￿zu￿ermöglichen.￿
Abbildung￿43￿zeigt,￿dass￿der￿rS1P5-Rezeptor￿die￿Zellproliferation￿wie￿erwartet￿nach￿Stimulation￿









hS1P5-Rezeptor￿ keine￿ antiproliferativen￿ Wirkungen￿ hatte.￿ Ein￿ intrinsischer￿ (ligand-
unabhängiger)￿Effekt￿auf￿das￿Zellwachstum￿in￿csFCS￿konnte￿weder￿für￿den￿humanen￿noch￿für￿
den￿rS1P5-Rezeptor￿beobachtet￿werden.￿Es￿bleibt￿zu￿erwähnen,￿dass￿die￿antiproliferativen￿
Wirkungen￿ von￿ S1P￿ durch￿ die￿ beiden￿ untersuchten￿ GPCRs￿ zunächst￿ zu￿ verschiedenen￿
Zeitpunkten￿ bestimmt￿ (24￿ h,￿ 36￿ h,￿ 48￿ h)￿ wurden.￿ 24￿ h￿ nach￿ S1P-Stimulation￿ waren￿ die￿
antiproliferativen￿Effekte￿des￿rS1P5-Rezeptors￿kaum￿messbar￿(keine￿Abbildung).￿Nach￿36￿h￿






Ähnliche￿ Ergebnisse￿ wurden￿ auch￿ nach￿ Transfektion￿ des￿ hS1P5-￿ und￿ rS1P5-Rezeptors￿ in￿
HEK293-Zellen￿beobachtet.￿Während￿beide￿Rezeptoren￿keine￿Agonist-unabhängigen￿Effekte￿








zu￿ untersuchen,￿ ob￿ die￿ Rezeptor-exprimierenden￿ Zellen￿ (grüne￿ Färbung,￿ Abbildung￿ 44,￿ 3)￿
zusätzlich￿ eine￿ DNA-Fragmentierung￿ aufweisen￿ (blaue￿ Färbung,￿ Abbildung￿ 44,￿ 2).￿ Eine￿
Blaufärbung￿würde￿auf￿apoptotische￿Ereignisse￿in￿den￿Zellen￿hinweisen.￿In￿Abbildung￿44￿wird￿
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Abbildung￿44:￿￿ Untersuchung￿ auf￿ apoptotische￿ Effekte￿ in￿ mit￿ dem￿ angegebenen￿ Plasmid￿ transient￿
transfizierten￿CHO-K1-Zellen￿mittels￿DAPI-Färbung.￿Der￿Versuch￿wurde￿-￿wie￿in￿Abbildung￿
43￿ beschrieben￿ –￿ durchgeführt.￿ Vor￿ der￿ mikroskopischen￿ Analyse￿ erfolgte￿ zusätzlich￿ eine￿
Anfärbung￿mit￿DAPI.￿Dargestellt￿ist￿ein￿repräsentativer￿Ausschnitt￿des￿gesamten￿Zellrasens.￿
Obwohl￿die￿DAPI-Färbung￿keinen￿Hinweis￿auf￿Apoptose￿ergab,￿wurden￿die￿Effekte￿von￿S1P￿
auf￿ die￿ Caspase-Aktivierung￿ in￿ den￿ hS1P5-￿ und￿ rS1P5-Rezeptor-exprimierenden￿ Zellen￿






unabhängig￿ vom￿ transfizierten￿ Plasmid,￿ weder￿ eine￿ Hemmung￿ noch￿ ein￿ Induktion￿ der￿
Caspase-Aktivität￿bewirkte.￿Im￿Gegensatz￿dazu￿bewirkte￿die￿Inkubation￿mit￿10%￿FCS-haltigem￿














Abbildung￿45:￿ Caspaseaktivierung￿ durch￿ S1P￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ nach￿ transienter￿ Transfektion￿ des￿
angegebenen￿ Plasmids.￿ Transfizierte￿ CHO-K1-Zellen￿ wurden￿ 6￿ h￿ vor￿ dem￿ Versuch￿ in￿
serumfreiem￿ Medium￿ kultiviert.￿ Danach￿ wurden￿ sie￿ 2￿ h￿ lang￿ mit￿ der￿ angegebenen￿ S1P-
Konzentration￿ (S1P￿ wurde￿ in￿ serumfreiem￿ Medium￿ gelöst)￿ oder￿ Staurosporin￿ (gelöst￿ in￿
serumfreiem￿Medium)￿oder￿Medium￿mit￿10%￿FCS￿oder￿serumfreiem￿Medium￿alleine￿inkubiert.￿




Das￿ beschriebene￿ cell￿ rounding￿ sowie￿ die￿ beobachtete￿ konstitutive￿ Internalisierung￿ in￿ den￿
hS1P5-Rezeptor-exprimierenden￿ Zellen￿ erschwerten￿ die￿ semiquantitative￿ Bestimmung￿ der￿
























ohne￿Serum + -++++ +-++++ +-++++ +-++++ +-++++
FCS￿ -+ - - - - -+- - - - -+- - - - -+- - - - -+- - - -
100￿nm￿S1P - -+ - - - - -+- - - - -+- - - - -+- - - - -+- - -
300￿nm￿S1P - - -+ - - - - -+- - - - -+- - - - -+- - - - -+- -
1000nm￿S1P - - - -+- - - - -+- - - - -+- - - - -+- - - - -+-






















Konstruktes.￿ HEK293-Zellen￿ wurden￿ transient￿ mit￿ dem￿ hS1P5-Rezeptor-GFP-Konstrukt￿
transfiziert￿ und￿ nach￿ 36￿ h￿ fluoreszenzmikroskopisch￿ analysiert.￿ 1:￿ Bild￿ nach￿
Fluoreszenzanregung;￿ 2:￿ Phasenkontrastbild;￿ 3:￿ Überlagerung￿ von￿ Phasenkontrast￿ und￿
Fluoreszenz.￿In￿A￿ist￿die￿Morphologie￿der￿überwiegenden￿Zellen￿als￿Übersichtsbild￿gezeigt.￿B￿




Doz￿ Dr.￿ T.￿ Schöneberg￿ (FU￿ Berlin)￿ mittels￿ Transfektion￿ von￿ COS-7-Zellen￿ mit￿ einem￿ HA-
getagdem￿ hS1P5-Rezeptor–Konstrukt￿ und￿ einem￿ anschließenden￿ Oberflächen-ELISA￿
durchgeführt.￿










~￿ 10%ige￿ Internalisierung￿ bewirkte,￿ während￿ es￿ bei￿ 200￿ nM￿ S1P￿ zu￿ einer￿ weiteren￿
signifikanten￿Abnahme￿der￿Rezeptorexpression￿an￿der￿Zelloberfläche￿auf￿insgesamt￿~￿19%￿
kam.￿Auf￿die￿Inkubation￿mit￿höheren￿S1P-Konzentrationen￿wurde￿verzichtet,￿da￿hierdurch￿ein￿
Abrunden￿ und￿ anschließendes￿ Ablösen￿ der￿ Zellen￿ induziert￿ wurde￿ und￿ somit￿ keine￿





unterschiedlichen￿ Promotoren￿ handelt￿ und￿ auch￿ das￿ allgemeine￿ Expressionsverhalten￿ der￿




Abbildung￿47:￿ Effekte￿ von￿ S1P￿ auf￿ die￿ Oberflächenexpression￿ des￿ hS1P5-Rezeptors￿ in￿ transient￿
transfizierten￿ COS-7-Zellen.￿ COS-7-Zellen￿ wurden￿ transient￿ mit￿ den￿ hS1P5–HA-TAG-￿
Konstrukt￿ transfiziert,￿ mit￿ den￿ angegebenen￿ S1P-Konzentrationen￿ inkubiert￿ und￿ die￿

















































Im￿ Rahmen￿ weiterer￿ bioinformatischer￿ Untersuchungen￿ wurde￿ eine￿ zusätzliche￿ Sequenz￿







Acc.No.No￿ 030784)￿ publiziert.￿ Zudem￿ konnten￿ Kawasa￿ et￿ al.￿ (2000b)￿ zeigen,￿ dass￿ weder￿
hGPR45￿(PSP24a)￿noch￿hGPR63￿(PSP24ß)￿Rezeptoren￿für￿LPA￿darstellen.￿
Die￿im￿Folgenden￿dargestellten￿Daten￿wurden￿mit￿Ausnahme￿der￿Sequenz,￿die￿zum￿Zeitpunkt￿







einen￿ LPA-Rezeptor￿ kodieren￿ soll,￿ in￿ den￿ bekannten￿ Datenbanken￿ durchgeführt.￿ Hierbei￿
wurden￿nur￿zwei￿GPCRs￿identifiziert:￿hGPR45￿sowie￿der￿humane￿GPR63,￿letzterer￿war￿bisher￿
nur￿ als￿ Vorhersage￿ aus￿ der￿ genomischen￿ DNA-Sequenz￿ beschrieben￿ worden.￿ Zu￿ diesem￿
Zeitpunkt￿ war￿ das￿ humane￿ Genom￿ schon￿ zu￿ ca.￿ 80%￿ durchsequenziert￿ (5fach),￿ so￿ dass￿
anzunehmen￿ist,￿dass￿zu￿dieser￿Familie￿–￿im￿Gegensatz￿zur￿LPA/S1P-Rezeptor￿Familie￿-￿nur￿
diese￿ beiden￿ Mitglieder￿ gehören.￿ Die￿ höchste￿ Verwandtschaft￿ zu￿ bekannten￿ Rezeptoren￿
besteht￿zur￿Familie￿der￿Dopamin–￿und￿a-Adrenozeptoren￿(ca.￿26%,￿Kawasawa￿et￿al.,￿2000b).￿
Betrachtet￿ man￿ die￿ Ähnlichkeit￿ des￿ hGPR63￿ und￿ des￿ hGPR45￿ zu￿ den￿ Lipidrezeptoren￿
(S1P/LPA-Familie,￿OGR1,￿GPR4),￿fällt￿auf,￿dass￿hier￿nur￿eine￿Aminosäureidentität￿von￿unter￿
20%￿zu￿finden￿ist.￿
Der￿ phylogenetische￿ Baum￿ (Abbildung￿ 48)￿ zeigt,￿ dass￿ die￿ S1P/LPA-Familie￿ innerhalb￿ der￿





Abbildung￿48:￿ Phylogenetischer￿ Baum￿ von￿ hGPR45￿ und￿ hGPR63￿ im￿ Vergleich￿ zu￿ bekannten￿









Abbildung￿49:￿ Klonierung￿ sowie￿ PCR-Analyse￿ des￿ hGPR63￿ und￿ hGPR45￿ in￿ genomischer￿ DNA.￿
Verschiedene￿Konzentrationen￿an￿genomischer￿DNA￿(1:￿10￿ng;￿2:￿25￿ng;￿3:￿50￿ng)￿wurden￿mit￿
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2+]i-Freisetzung￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ nach￿ transienter￿ Transfektion￿ von￿










Zellen.￿ CHO-K1-Zellen,￿ die￿ die￿ angegebenen￿ Plasmide￿ transient￿ exprimieren,￿ wurden￿ mit￿
steigenden￿ Konzentrationen￿ an￿ S1P￿ (A)￿ oder￿ dhS1P￿ (B)￿ stimuliert￿ und￿ die￿ Lipid-vermittelte￿
[Ca
2+]i-Freisetzung￿wurde￿mit￿der￿FLIPR-Technologie￿bestimmt.￿￿￿±￿S.E.M.;￿n￿=￿6-8￿










































































































-7￿ M)￿ Werten￿ und￿ ermöglichte￿ auch￿ keine￿ radioaktiven￿
Bindungsversuche.￿
Um￿weitere￿potentielle￿Lipidliganden￿für￿hGPR63￿und￿hGPR45￿zu￿identifizieren,￿wurden￿die￿


















Rezeptoren￿ in￿ den￿ stabilen￿ Zelllinien￿ unter￿ Beweis￿ stellt,￿ musste￿ die￿ funktionelle￿
Charakterisierung￿der￿Zellen￿herangezogen￿werden.￿Diese￿wiederum￿war￿nur￿für￿den￿hGPR63￿
















H￿ G￿ F￿ E￿ D￿ C￿ B￿ A￿
well￿H10-12:￿1￿µM￿S1P￿ well￿A1-3:￿1￿µM￿S1P￿Ergebnisse￿
￿ 113
wurden￿ die￿ stabilen￿ HEK293-Zellen￿ zusätzlich￿ mit￿ GaD6qi4myr￿ transfiziert,￿ da￿ sich￿ diese￿
Kombination￿in￿CHO-K1-Zellen￿als￿ideal￿erwiesen￿hatte.￿





2+]i-Freisetzung￿ in￿ den￿ hGPR63￿ oder￿ Vektor￿ stabil￿ exprimierenden￿
HEK293(PSC)-Zellen￿ nach￿ Ga a a aD D D D6qi4myr-Transfektion.￿ HEK293(PSC)-Zellen,￿ die￿ das￿
entsprechende￿ Plasmid￿ stabil￿ exprimieren￿ (Vektor￿ oder￿ hGPR63),￿ wurden￿ transient￿ mit￿











































Abbildung￿54:￿ Bestimmung￿ der￿ durch￿ PA-Derivate-￿ und￿ OEA-induzierten￿ [Ca
2+]i-Freisetzung￿ in￿ den￿





dmPA:￿ DimyristoylPA;￿ ddPA:￿ DidecanoylPA;￿ OEA:￿ Oleoylethanolamin.￿ Dargestellt￿ ist￿ ein￿
repräsentativer￿Versuch￿von￿drei￿unabhängig￿durchgeführten￿Versuchen.￿
Es￿ sei￿ darauf￿ hingewiesen,￿ dass￿ die￿ endogenen￿ Hintergrundsignale￿ für￿ doPA￿ in￿ HEK293-
Zellen￿ manchmal￿ eine￿ eindeutige￿ Aussage,￿ dass￿ doPA￿ einen￿ Liganden￿ für￿ den￿ hGPR63￿
darstellt,￿unmöglich￿machten.￿Durch￿Mehrfachmessungen￿sowie￿durch￿die￿Messungen￿mittels￿















generelle￿ Verwendbarkeit￿ des￿ Systems￿ für￿ diesen￿ Rezeptor￿ zu￿ überprüfen.￿ Mit￿ einem￿
EC50-Wert￿ von￿ 0.80￿ ±￿ 0.11￿ µM￿ (Abbildung￿ 55,￿ Vektor-transfizierte￿ Zellen￿ wiesen￿ einen￿
EC50-Wert￿ von￿ 2.20￿ ±￿ 0.39￿ µM￿ auf)￿ waren￿ die￿ Werte￿ mit￿ denen￿ des￿ FLIPR-Versuchs￿
















































S1P￿ identische￿ EC50-Werte￿ aufwies￿ und￿ eine￿ erneute￿ Untersuchung￿ zu￿ keinen￿ weiteren￿
Erkenntnissen￿geführt￿hätte.￿￿
Abbildung￿55:￿ Dosiswirkungskurve￿für￿S1P￿am￿hGPR63￿in￿CHO-K1-Zellen,￿bestimmt￿mit￿der￿Aequorin-














Abbildung￿56:￿ Dosiswirkungskurve￿ für￿ doPA￿ (Dioleoyl-Phosphatidsäure)￿ am￿ hGPR63￿ in￿ CHOG5A-
Zellen,￿gemessen￿mit￿der￿Aequorin￿Technik.￿CHOG5A-Zellen￿wurden￿transient￿mit￿hGPR63￿
oder￿ Vektor￿ transfiziert￿ und￿ die￿ [Ca
2+]i-Freisetzung￿ nach￿ Stimulation￿ mit￿ steigenden￿
Konzentrationen￿doPA,￿wie￿in￿Material￿und￿Methoden￿beschrieben,￿bestimmt.￿￿￿±￿S.E.M.;￿n￿=￿3.￿







































Optimierungsarbeit￿ in￿ Bezug￿ auf￿ die￿ Sonde￿ sowie￿ die￿ Hybridisierungsbedingungen￿ nicht￿
durchführbar.￿ Auch￿ eine￿ extern￿ durchgeführte￿ Untersuchung￿ bei￿ CBI￿ (Commonwealth￿
Biotechnologies￿ Inc.)￿ mit￿ radioaktiv￿ markierten,￿ dort￿ hergestellten￿ Sonden￿ ergab￿ kein￿
detektierbares￿ Signal￿ (Abbildung￿ nicht￿ gezeigt),￿ was￿ auf￿ eine￿ insgesamt￿ sehr￿ niedrige￿



















spezifischen￿ Primern￿ amplifiziert￿ und￿ mittels￿ Gelelektrophorese￿ aufgetrennt.￿ A:￿ M1:￿ 100-bp-
Marker;￿1:￿Aorta;￿2:￿Herz;￿3:￿Ventrikel;￿4:￿Atrium;￿5:￿fötales￿Herz;￿6:￿Niere;￿7:￿neg.￿Kontrolle;￿
8:￿Plasmid;￿ M2:￿ 250-bp-Marker.￿ B:￿ M1:￿ 100-bp-Marker;￿ 1:￿ Hirn;￿ 2:￿ Lunge;￿ 3:￿ neg.￿ Kontrolle;￿
4:￿Plasmid;￿M2:￿250-bp-Marker.￿
Inwiefern￿aus￿diesen￿Ergebnissen￿eine￿quantitative￿Aussage￿ableitbar￿ist,￿bleibt￿offen,￿da￿es￿
sich￿ um￿ eine￿ Endpunkt-PCR￿ handelt.￿ Expressionsuntersuchungen￿ zum￿ hGPR45￿ haben￿
gezeigt,￿dass￿der￿Rezeptor￿in￿verschiedenen￿Hirnregionen￿sowie￿in￿der￿Leber￿exprimiert￿ist￿
(Marchese￿et￿al.,￿1999).￿Andere￿Organe￿wurden￿in￿dieser￿Studie￿nicht￿untersucht.￿Für￿den￿
hGPR63￿ existieren￿ noch￿ keine￿ Expressionsdaten.￿ Die￿ von￿ Kawasawa￿ et￿ al.￿ (2000a)￿
beschriebene￿hohe￿Expression￿des￿Ratten-Homologen￿im￿Hirn￿findet￿sich￿auch￿in￿unseren￿

































Muskelzellen￿ der￿ Aorta;￿ 4:￿ neg.￿ Kontrolle;￿ 5:￿ Plasmid;￿ M2:￿ 250-bp-Marker.￿ B:￿ M1:￿ 100-bp-
Marker;￿1:￿HCAEC,￿humane￿Endothelzellen￿der￿Koronararterie;￿2:￿HMVEC-L,￿humane￿mikro-
vaskuläre￿Endothelzellen￿der￿Lunge;￿3:￿HPAEC,￿humane￿Endothelzellen￿der￿Pulmonararterie;￿
4:￿ neg.￿ Kontrolle;￿ 5:￿ Plasmid;￿ M2:￿ 250-bp-Marker.￿ C:￿ M1:100-bp-Marke;￿ 1:￿ HEK293-Zellen;￿
2:￿neg.￿Kontrolle;￿3:￿Plasmid;￿M2:￿250-bp-Marker.￿
hGPR45￿ ￿￿ hGPR63￿ ￿￿





M￿ 1￿ ￿￿ 1￿￿￿￿2￿￿￿ ￿3￿￿￿￿ 4￿￿￿ ￿￿ ￿￿ 5￿￿ ￿￿￿ ￿￿ M￿ 2￿ ￿￿ M￿ 1￿ ￿￿￿ ￿￿ 1￿￿￿￿ ￿2￿￿￿￿ 3￿￿￿￿ ￿￿ 4￿￿￿￿5￿￿￿ ￿￿ ￿M￿ 2￿ ￿￿





R￿ 45￿ ￿￿ hGPR63￿ ￿￿
393￿bp￿ ￿￿ 561￿bp￿ ￿￿
C￿ ￿￿






Bridgewater)￿ durchgeführt.￿ Abbildung￿ 59￿ zeigt,￿ dass￿ im￿ Verhältnis￿ zur￿ Expression￿ im￿ Hirn￿











zeigt￿ deutlich,￿ dass￿ insbesondere￿ im￿ Thalamus￿ sowie￿ im￿ Nucleus￿ caudatus￿ hohe￿
Expressionsniveaus￿ des￿ hGPR63￿ zu￿ finden￿ waren.￿ Ersterer￿ stellt￿ die￿ subkortikale￿
Sammelstelle￿für￿die￿Sinnessysteme￿dar,￿während￿letzterer￿(Schweifkern)￿für￿die￿Weiterleitung￿
dieser￿ Reize￿ zuständig￿ ist.￿ Zudem￿ gehört￿ der￿ Nucleus￿ caudatus￿ zum￿ extrapyramidalen￿
System,￿welches￿u.a.￿für￿die￿Aufrechterhaltung￿des￿Muskeltonus￿zuständig￿ist.￿Die￿niedrige￿
Expression￿im￿corpus￿callosum￿-￿dem￿„Balken“,￿der￿die￿beiden￿Hemisphären￿des￿Großhirns￿
verbindet￿ -￿ lässt￿ auf￿ eine￿ fehlende￿ Funktion￿ des￿ hGPR63￿ bei￿ der￿Weiterleitung￿ der￿ Reize￿





































Im￿ Gegensatz￿ zum￿ rS1P5-Rezeptor￿ hatte￿ der￿ hGPR63￿ nach￿ Inkubation￿ mit￿ 1￿ µM￿ S1P￿ in￿
csFCS-haltigem￿Medium￿einen￿deutlichen￿stimulatorischen￿Effekt￿auf￿die￿Proliferation￿in￿CHO-
K1-Zellen￿ (Abbildung￿ 61).￿ Dieser￿ war￿ nicht￿ so￿ ausgeprägt￿ wie￿ nach￿ Zugabe￿ von￿ 10%￿




















































Zeit￿[h] 0 48 48 48 48 0 48 48 48 48
1￿µM￿S1P ￿- ￿- + ￿- + ￿- ￿- + ￿- +
100￿nm￿PTX ￿- ￿- ￿- + + ￿- ￿- ￿- + +
csFCS ￿- + + + + ￿- + + + +






























t[h] 0 48 48 48 0 48 48 48 0 48 48 48
csFCS - + + - - + + - - + + -
1µM￿S1P - - + - - - + - - - + -




























3.2.4.2￿ cAMP-,￿GTPg g g gS-,￿Rho-Aktivierungsversuche￿
Alle￿ weiteren￿ Untersuchungen￿ des￿ hGPR63￿ und￿ des￿ hGPR45￿ wurden￿ mit￿ den￿ jeweiligen￿
stabilen￿ Zelllinien￿ der￿ beiden￿ Rezeptoren￿ durchgeführt.￿ Die￿ Existenz￿ aller￿ essentieller￿ G-
Protein-Untereinheiten￿wurde￿mittels￿Western￿Blot￿(siehe￿2.2.3.5)￿sowie￿die￿Funktionalität￿der￿













hGPR63￿ hGPR45￿ hS1P5￿ hNT￿
cAMP￿ -￿ -￿ +¯￿ n.u￿
GTPg g g gS￿ -￿ -￿ +￿ n.u.￿
Rho￿ -￿ -￿ -￿ +­￿
Internalisierung￿￿
(GFP-Konstrukt)￿



















neue￿ Familienmitglieder￿ von￿ unterschiedlichen￿ Spezies￿ hinzu￿ (Xenopus,￿ Zebrafisch,￿ Maus,￿
Ratte￿ und￿ Mensch),￿ so￿ dass￿ man￿ zu￿ Beginn￿ dieser￿ Arbeit￿ drei￿ hochaffine￿ humane￿
LPA-Rezeptoren￿ sowie￿ vier￿ hochaffine￿ humane￿ S1P-Rezeptoren￿ kannte.￿ Ein￿ fünftes￿
potentielles￿ Mitglied￿ der￿ S1P-Familie￿ konnte￿ 1999￿ aus￿ Phäochromozytomzellen￿ der￿ Ratte￿
kloniert￿werden￿(nrg-1,￿Glickman￿et￿al.,￿1999;￿heute￿als￿rS1P5-Rezeptor￿bezeichnet).￿Parallel￿
zu￿ unseren￿ Untersuchungen￿ wurde￿ die￿ Vermutung,￿ dass￿ es￿ sich￿ hierbei￿ um￿ einen￿
S1P-Rezeptor￿handelt,￿von￿Im￿et￿al.￿(2000)￿bestätigt.￿Unser￿Ziel￿war￿es￿daher,￿zunächst￿das￿






Dieser￿ Ansatz￿ führte￿ zur￿ Identifizierung￿ eines￿ humanen￿ genomischen￿ Klons￿ mit￿ 86%iger￿
Identität￿ zum￿ rS1P5-Rezeptor￿ (Sequenzvergleich￿ der￿ bekannten￿ S1P5-Rezeptoren￿
verschiedener￿Spezies￿siehe￿Anhang￿A,￿Seite￿149)￿und￿ca.￿40-50%iger￿Homologie￿zu￿den￿
bekannten￿ humanen￿ S1P-Rezeptoren.￿ Hiermit￿ konnten￿ wir￿ parallel￿ zur￿ Identifizierung￿ des￿
neuen￿ humanen￿ putativen￿ S1P-Rezeptors￿ zeigen,￿ dass￿ die￿ gewählte￿ Strategie,￿ einen￿Diskussion￿
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nachgewiesen￿ werden.￿ Daher￿ wurde￿ nach￿ transienter￿ Transfektion￿ des￿ Rezeptors￿ in￿
CHO-K1-Zellen￿ die￿ Freisetzung￿ von￿ [Ca










et￿ al.,￿ 1991;￿ Durieux￿ et￿ al.,￿ 1993;￿ Chao￿ et￿ al.,￿1994;￿ Gosh￿ et￿ al.,￿ 1994;￿ Meyer￿ zu￿
Heringdorf￿et￿al.,￿1996;￿van￿Koppen￿et￿al.,￿1996;￿Yatomi￿et￿al.,￿1997b;￿An￿et￿al.,￿1999),￿
2)￿ die￿Identifizierung￿der￿Rezeptoren￿S1P1-4￿hat￿die￿molekulare￿Basis￿für￿diesen￿GPCR-




















bilisierung￿ von￿ im￿ FLIPR-System￿ messbarem￿ [Ca






die￿ b/g-Untereinheiten￿ nach￿ Gai-Aktivierung￿ ist.￿ Diese￿ Vermutung￿ konnte￿ später￿ durch￿ die￿
PTX-Sensitivität￿ der￿ im￿ Aequorin-￿ sowie￿ im￿ GTPgS-Versuch￿ erhaltenen￿ S1P5-vermittelten￿


























spezifische￿ Agonisten,￿ Antagonisten,￿ inverse￿ Agonisten￿ oder￿ allosterische￿ Modulatoren￿ zu￿
entwickeln￿sowie￿die￿jeweiligen￿Signaltransduktionswege￿aller￿Rezeptoren￿zu￿untersuchen.￿
Motohashi￿ et￿ al.￿ (2000)￿ konnten￿ zeigen,￿ dass￿ mit￿ Ausnahme￿ des￿ S1P4-Rezeptors￿ kein￿
S1P-Rezeptor￿ in￿ Plättchen￿ exprimiert￿ ist,￿ während￿ alle￿ LPA-Rezeptoren￿ hier￿ nachweisbar￿Diskussion￿
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waren.￿ Demgegenüber￿ konnten￿ unsere￿ Untersuchungen￿ in￿ Endothelzellen￿ und￿ glatten￿




et￿ al.,￿ 2000).￿ Im￿ Gegensatz￿ zu￿ Lee￿ et￿ al.￿ (2000)￿ konnten￿ wir￿ den￿ LPA1-Rezeptor￿ nicht￿ in￿
HUVECS￿ oder￿ den￿ anderen￿ untersuchten￿ Endothelzellen￿ nachweisen,￿ während￿ der￿ S1P2-
Rezeptor￿ in￿ unseren￿ Untersuchungen￿ eine￿ deutliche￿ Expression￿ aufwies.￿ Warum￿ wir￿ den￿
LPA1-Rezeptor￿ nicht￿ nachweisen￿ konnten,￿ ist￿ unklar,￿ für￿ den￿ S1P2-Rezeptor￿ sind￿ die￿
Expressionsdaten￿ in￿ der￿ Literatur￿ widersprüchlich￿ (Lee￿ et￿ al.,￿ 1999b,￿ Wang￿ et￿ al.,￿ 1999).￿



































unsere￿ Befunde,￿ dass￿ der￿ Rezeptor￿ dennoch￿ in￿ bestimmten￿ glatten￿ Muskelzellen,￿ nämlich￿
denen￿ der￿ Lunge,￿ vorkommt.￿ Auch￿ die￿ vasokonstriktorischen￿ Effekte￿ von￿ S1P￿ und￿ LPA￿
könnten￿eine￿Rolle￿in￿glatten￿Muskelzellen￿spielen.￿Erste￿Arbeiten￿von￿Coussin￿et￿al.￿(2002)￿auf￿
diesem￿ Gebiet￿ weisen￿ auf￿ vasokonstriktorische￿ Wirkungen￿ von￿ S1P￿ hin,￿ weiterführende￿
Untersuchungen￿werden￿hier￿Genaueres￿zeigen.￿
Wie￿ bei￿ allen￿ Expressionsstudien￿ ist￿ die￿ Bestimmung￿ des￿ RNA-Expressionsniveaus￿ ein￿





SPC￿ als￿ auch￿ auf￿ LPC￿ reagiert,￿ während￿ der￿ GPR68￿ (auch￿ als￿ Ovarialkarzinom-GPCR,￿









einer￿ komplett￿ anderen￿ Struktur￿ enthalten￿ sind￿ (siehe￿ Anhang￿ C,￿ Seite￿ 151).￿ Der￿
Konzentrationsbereich￿der￿Lipide￿(100￿nM￿–￿1￿µM)￿wurde￿entsprechend￿den￿physiologisch￿
relevanten￿ Bereichen￿ gewählt.￿ Es￿ konnte￿ jedoch￿ an￿ keinem￿ der￿ humanen￿ Rezeptoren￿ ein￿
neues￿Lipid￿als￿Ligand￿identifiziert￿werden￿(siehe￿Abbildung￿27,￿Seite￿82).￿Dass￿wir￿Sphingo-
sylphosphorylcholin￿(SPC)￿im￿Gegensatz￿ zu￿ einigen￿anderen￿ Arbeitsgruppen￿(Ancellin￿und￿
Hla,￿1999;￿Gonda￿et￿al.,￿1999;￿Okamoto￿et￿al.,￿1999)￿bei￿keinem￿der￿Rezeptoren￿als￿Ligand￿
identifizieren￿ konnten,￿ ist￿ wahrscheinlich￿ hauptsächlich￿ auf￿ die￿ niedrige￿ Konzentration￿ des￿
SPCs￿sowie￿das￿gewählte￿Versuchs-￿und￿Zellsystem￿zurückzuführen.￿Ancellin￿und￿Hla￿(1999)￿
konnten￿ SPC-induzierte￿ Freisetzung￿ von￿ [Ca
2+]i￿ in￿ transient￿ mit￿ den￿ jeweiligen￿ Rezeptoren￿
transfizierten￿Oozyten￿messen,￿die￿EC50-Werte￿lagen￿hier￿jedoch￿im￿mikromolaren￿Bereich;￿bei￿




transfizierten￿ HEK-Zellen￿ keine￿ SPC-Wirkungen￿ an￿ den￿ Rezeptoren￿ S1P1-3￿ beobachten￿
konnten.￿Es￿kann￿nicht￿ausgeschlossen￿werden,￿dass￿wir￿im￿Rahmen￿der￿Untersuchungen￿mit￿
der￿ Lipid-Substanz-Bibliothek￿ niedrig￿ potente￿ Liganden￿ für￿ die￿ vier￿ untersuchten￿ S1P-Re-
zeptoren￿nicht￿identifizieren￿konnten,￿da￿die￿eingesetzten￿Konzentrationsbereiche￿der￿Lipide￿
von￿100￿nM￿bis￿1￿µM￿reichten.￿Unser￿Ziel￿war￿jedoch￿die￿Identifizierung￿potenter,￿physiologisch￿






































der￿ S1P-vermittelten￿ Freisetzung￿ von￿ [Ca
2+]i￿ beobachtet￿ wurde￿ (Abbildung￿ 28,￿ Seite￿ 84),￿
wurden￿ diese￿ dann￿ einzeln￿ auf￿ allosterische￿ Modulation￿ der￿ S1P-Rezeptoren￿ getestet.￿
Allosterisch￿ wirkende￿ Substanzen￿ können￿ durch￿ Modulation￿ der￿ Rezeptorkonformation￿ die￿
Affinität￿ des￿ Liganden￿ zum￿ Rezeptor￿ erhöhen￿ oder￿ erniedrigen,￿ ohne￿ dabei￿ selber￿ einen￿
agonistischen￿ Effekt￿ auf￿ den￿ Rezeptor￿ auszuüben.￿ Sie￿ binden￿ nicht￿ an￿ der￿
Ligandbindungsstelle￿des￿Rezeptors,￿sondern￿an￿einer￿von￿dieser￿abweichenden￿Stelle￿des￿
Rezeptors￿ (einen￿ Überblick￿ über￿ den￿ heutigen￿ Stand￿ des￿ Wissens￿ gibt￿ Christopoulus￿ &￿
Kenakin,￿2002).￿Hier￿stießen￿wir￿jedoch￿auf￿die￿Grenzen￿eines￿Versuchssytems￿mit￿hohem￿
Durchsatz￿ wie￿ dem￿ FLIPR.￿ Die￿ Identifizierung￿ einiger￿ Lipide￿ als￿ potentielle￿ allosterische￿
Modulatoren￿ bei￿ der￿ Messung￿ der￿ Lipide￿ der￿ Substanz-Bibliothek￿ konnte￿ in￿ der￿ separaten￿
Bestimmung￿der￿Einzelsubstanzen￿nicht￿bestätigt￿werden￿konnte.￿Dies￿zeigt,￿dass￿sich￿das￿
FLIPR-System￿sehr￿gut￿zum￿hohen￿Duchsatz￿beim￿Testen￿von￿Substanzen￿auf￿Agonismus￿
und￿ Antagonismus￿ eignet,￿ jedoch￿ bei￿ Effekten,￿ die￿ wie￿ die￿ Allosterie￿ z.T.￿ minimale￿
Veränderungen￿ bewirken,￿ kein￿ probates￿ Werkzeug￿ darstellt.￿ Hier￿ tragen￿ dann￿ geringe￿
Schwankungen￿in￿der￿Zellzahl/well,￿ein￿ungleichmäßiger￿Lichteinfall,￿die￿Einfachbestimmung￿
eines￿jeden￿Messpunktes￿bei￿der￿Verwendung￿der￿Substanz-Bibliothek￿sowie￿die￿zwingend￿
erforderliche￿ Messung￿ von￿ Hintergrundsignal￿ und￿ spezifischer￿ Antwort￿ auf￿ zwei￿
unterschiedlichen￿Platten￿zu￿Fehldeutungen￿bei.￿
Der￿ einzige￿ bisher￿ beschriebene￿ spezifische￿ Antagonist￿ für￿ die￿ S1P-Rezeptoren￿ ist￿ das￿
Suramin,￿ welches￿ den￿ S1P3-Rezeptor￿ spezifisch￿ blockiert￿ (Ancellin￿ &￿ Hla,￿ 1999).￿ Da￿ zum￿
Zeitpunkt￿der￿Untersuchung￿der￿hS1P5-Rezeptor￿noch￿nicht￿bekannt￿war,￿wurde￿dieser￿damals￿
nicht￿ in￿ die￿ Untersuchung￿ mit￿ eingeschlossen.￿ Um￿ die￿ Gültigkeit￿ der￿ Aussage,￿ Suramin￿
blockiere￿ spezifisch￿ den￿ S1P3-Rezeptor,￿ zu￿ überprüfen,￿ testeten￿ wir￿ Suramin￿ und￿ dessen￿






Effekte￿ zu￿ bestimmten￿ Rezeptor-Subtypen￿ leisten￿ konnte,￿ ist￿ die￿ Charakterisierung￿ der￿
Signaltransduktionswege￿ und￿ zellulären￿ Effekte￿ jedes￿ einzelnen￿ Rezeptors￿ unumgänglich.￿
Diese￿sind￿in￿der￿Literatur￿auch￿für￿alle￿S1P-Rezeptoren￿mit￿Ausnahme￿des￿hS1P5-Rezeptors￿Diskussion￿
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Seite￿ 99),￿ der￿ Rezeptor￿ allerdings￿ nicht￿ zu￿ einer￿ Aktivierung￿ des￿ Rho-Signaltransduktions-
weges￿mit￿anschließender￿serum-response-element-Aktivierung￿(siehe￿Tabelle￿26,￿Seite￿96)￿
beiträgt.￿ Interessanterweise￿ konnten￿ die￿ Gai-vermittelten￿ Effekte￿ (Hemmung￿ der￿
Adenylatzyklase￿ sowie￿ [Ca
2+]i-Freisetzung)￿ durch￿ S1P￿ induziert￿ bzw.￿ verstärkt￿ werden,￿




wird￿ an￿ anderer￿ Stelle￿ erläutert￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 4.2,￿ Seite￿ 139).￿ Die￿ Hoffnung,￿ mit￿ Hilfe￿
unterschiedlicher￿ Versuchssysteme￿ auf￿ second-messenger-Ebene￿ weitere￿ Liganden￿ zu￿
identifizieren,￿bestätigte￿sich￿–￿zumindest￿im￿Bezug￿auf￿die￿ausgewählten￿Lipide￿-￿nicht.￿Umso￿


















allen￿ Sph-haltigen￿ wells￿ zur￿ Bildung￿ von￿ 20￿ nM￿ S1P￿ gekommen￿ und￿ alle￿ eingesetzten￿
Sph-Konzentrationen￿hätten￿eine￿identische￿GTPgS-Bindung￿induzieren￿ müssen.￿Zusätzlich￿




Vergleicht￿ man￿ die￿ Effekte￿ von￿ S1P￿ und￿ Sph,￿ fällt￿ auf,￿ dass￿ diese￿ beiden￿ Lipide￿ z.T.￿
entgegengesetzte￿Effekte￿haben￿(Mandala￿et￿al.,￿2000;￿Cuvillier￿et￿al.,￿1996).￿Da￿die￿Lipide￿in￿
einem￿dynamischen￿Gleichgewicht￿miteinander￿stehen,￿könnte￿die￿Aktivierung￿des￿Rezeptors￿
durch￿ beide￿ Lipide￿ darauf￿ hinweisen,￿ dass￿ die￿ Wirkungen￿ des￿ Rezeptors￿ vom￿ jeweiligen￿
Zustand￿ der￿ Zelle￿ und￿ somit￿ von￿ der￿ Lage￿ des￿ Sph/S1P-Gleichgewichtes￿ abhängig￿ sind.￿
Weitere￿ Untersuchungen,￿ ob￿ das￿ Sph￿ auch￿ in￿ funktionellen￿ Versuchen￿ eine￿ agonistische￿
Wirkung￿am￿hS1P5-Rezeptor￿aufweist,￿können￿hier￿mehr￿Klarheit￿liefern.￿
Betrachtet￿ man￿ die￿ chromosomale￿ Lokalisation￿ der￿ S1P-Rezeptoren,￿ fällt￿ auf,￿ dass￿




vermittelt￿ und￿ nicht￿ an￿ Gaq￿ koppelt,￿ bewirkt￿ der￿ hS1P2-Rezeptor￿ einen￿ Anstieg￿ der￿






der￿ Organismus￿ gezielt￿ auf￿ die￿ akuten￿ physiologischen￿ Gegebenheiten￿ reagieren.￿ Durch￿
Hochregulation￿des￿einen￿oder￿anderen￿Rezeptorproteins￿können￿die￿Signale￿in￿die￿eine￿oder￿
andere￿ Richtung￿ verschoben￿ werden;￿ ein￿ prominentes￿ Beispiel￿ hierfür￿ sind￿ die￿Diskussion￿
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hier￿ zwei￿ interessante￿ Aspekte￿ auf:￿ (1)￿ Der￿ hS1P5-Rezeptor￿ ist￿ in￿ erster￿ Linie￿ in￿
kardiovaskulären￿ Geweben￿ exprimiert￿ (siehe￿ Abbildung￿ 23A,￿ Seite77),￿ während￿ der￿
rS1P5-Rezeptor￿ausschließlich￿im￿Hirn￿und￿zu￿geringeren￿Mengen￿in￿der￿Milz￿und￿in￿der￿Haut￿
nachzuweisen￿ ist￿ (siehe￿ Abbildung￿ 23B,￿ Seite77);￿ (2)￿ der￿ hS1P5-Rezeptor￿ kommt￿ in￿ zwei￿
Splicevarianten￿vor,￿von￿denen￿das￿eine￿Transkript￿ausschließlich￿in￿den￿peripheren￿Geweben￿
und￿ das￿ andere,￿ schwächere￿ Transkript￿ im￿ Hirn,￿ in￿ der￿ Milz￿ und￿ in￿ den￿ peripheren￿
Blutleukozyten￿ zu￿ finden￿ ist.￿ Die￿ beiden￿ Splicevarianten￿ des￿ rS1P5-Rezeptors￿ dagegen￿
kommen￿ immer￿ gemeinsam￿ in￿ den￿ den￿ Rezeptor￿ exprimierenden￿ Geweben￿ vor.￿ Diese￿
Unterschiede￿im￿Expressionsprofil￿des￿Rezeptors￿des￿Menschen￿und￿der￿Ratte,￿die￿wir￿trotz￿
der￿sehr￿hohen￿Homologie￿zwischen￿den￿beiden￿beobachten￿konnten,￿könnten￿ein￿Hinweis￿
darauf￿ sein,￿ dass￿ die￿ beiden￿ Rezeptoren￿ unterschiedliche￿ Rollen￿ in￿ der￿ Physiologie￿ des￿
Menschen￿und￿der￿Ratte￿spielen:￿Der￿rS1P5-Rezeptor￿repräsentiert￿wahrscheinlich￿ein￿Mitglied￿





Nagern￿ schließen.￿ Dieser￿ Befund￿ ist￿ bis￿ heute￿ einzigartig￿ für￿ zwei￿ Mitglieder￿ der￿
LPA/S1P-Familie￿ und￿ zeigt￿ deutlich,￿ dass￿ S1P5-Rezeptor-induzierte￿ Effekte￿ in￿ Nager-Tier-
modellen￿nur￿mit￿äußerster￿Vorsicht￿zu￿interpretieren￿sind.￿Dies￿ist￿bedeutend,￿da￿die￿Ratte￿
eines￿ der￿ am￿ häufigsten￿ benutzten￿ Versuchstiere￿ ist￿ und￿ als￿ das￿ am￿ besten￿ funktionell￿
charakterisierte￿ Modellsystem￿ gilt.￿ Es￿ bietet￿ einzigartige￿ Vorteile,￿ menschliche￿ Krankheiten￿
nachzuahmen,￿ neue￿ therapeutische￿ Substanzen￿ zu￿ entwickeln￿ und￿ Reaktionen￿ auf￿ Um-
welteinflüsse￿ zu￿ studieren.￿ Die￿ Größe￿ der￿ Ratte￿ ist￿ ideal￿ für￿ viele￿ physiologische￿





Entsprechende￿ Untersuchungen￿ an￿ diesen￿ etablierten￿ Modellen￿ können￿ im￿ Falle￿ des￿
S1P5-Rezeptors￿ nicht￿ genutzt￿ werden,￿ so￿ dass￿ auch￿ die￿ geplante￿ Untersuchung￿ der￿ Ex-
pressionsprofile￿in￿den￿bei￿Aventis￿etablierten￿Tiermodellen￿nicht￿durchgeführt￿werden￿konnte.￿
Diese￿ Problematik,￿ inwiefern￿ ein￿ Tiermodell￿ zur￿ Untersuchung￿ der￿ Pathophysiologie￿ von￿
Krankheiten￿geeignet￿ist,￿wurde￿auch￿schon￿von￿anderen￿Gruppen￿adressiert￿(Tan￿et￿al.,￿2002;￿




eventuell￿ mit￿ dem￿ untersuchten￿ Gen￿ in￿ Zusammenhang￿ stehen,￿ in￿ nur￿ einer￿ der￿ beiden￿
Spezies￿auf,￿können￿Rückschlüsse￿auf￿die￿Bedeutung￿des￿Gens￿gezogen￿werden.￿
Genetische￿ Unterschiede￿ können￿ (El-Amraoui￿ et￿ al.,￿ 1996),￿ müssen￿ aber￿ nicht￿ mit￿
funktionellen￿ Unterschieden￿ einhergehen￿ (Kannius-Janson￿ et￿ al.,￿ 2000).￿ Es￿ drängt￿ sich￿
dennoch￿aufgrund￿der￿starken￿Expressionsunterschiede￿der￿S1P5-Rezeptoren￿in￿Mensch￿und￿
Ratte￿die￿Frage￿auf,￿ob￿sich￿diese￿Rezeptoren￿auch￿in￿pharmakologischer￿Hinsicht,￿wie￿zum￿





werden￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 3.1.3.1,￿ Seite￿ 81).￿ Um￿ eventuelle￿ Unterschiede￿ bezüglich￿ der￿
Liganden￿des￿humanen￿und￿rS1P5-Rezeptors￿zu￿überprüfen,￿untersuchten￿wir￿die￿Wirkungen￿
der￿201￿Lipide￿der￿Substanz-Bibliothek￿zusätzlich￿am￿S1P5-Rezeptor￿der￿Ratte￿und￿konnten￿
erstaunlicherweise￿ zunächst￿ mehrere￿ zusätzliche￿ Lipide￿ als￿ agonistische￿ Liganden￿
identifizieren,￿die￿alle￿strukturell￿zu￿den￿PAF-Derivaten￿gehören￿(siehe￿Abschnitt￿3.1.3.1,￿Seite￿
81)￿ und￿ vorher￿ keinen￿ Einfluss￿ auf￿ das￿ humane￿ Homologe￿ gezeigt￿ hatten.￿ Da￿ sich￿ diese￿
Beobachtung￿jedoch￿aufgrund￿der￿hohen￿Instabilität￿der￿Substanzen￿(siehe￿Anhang￿E,￿Seite￿
159)￿ nicht￿ durch￿ Messung￿ der￿ Einzelsubstanzen￿ reproduzieren￿ ließ￿ und￿ somit￿ auch￿ keine￿
parallelen￿ Untersuchungen￿ der￿ beiden￿ Rezeptoren￿ unter￿ komplett￿ identischen￿ Versuchs-
bedingungen￿ durchgeführt￿ werden￿ konnten,￿ kann￿ im￿ Hinblick￿ auf￿ die￿ unterschiedliche￿
Ligandenaffinität￿ der￿ S1P5-Rezeptoren￿ verschiedener￿ Spezies￿ keine￿ verlässliche￿ Aussage￿
getroffen￿werden.￿Dennoch￿sind￿diese￿Befunde￿von￿Wert,￿da￿sie￿einen￿Hinweis￿auf￿strukturelle￿
Bedingungen￿für￿das￿Modellieren￿neuer￿S1P5-Rezeptorliganden￿liefern￿können.￿￿
Als￿ nächstes￿ wurden￿ eventuelle￿ Unterschiede￿ in￿ der￿ Wirkung￿ von￿ Suramin￿ sowie￿ dessen￿
Analogem￿ NF023￿ auf￿ die￿ S1P-induzierte￿ Calciummobilisierung￿ des￿ S1P5-Rezeptors￿ des￿










Kotransfektion￿ ein￿ messbares￿ Signal￿ geben,￿ keine￿ Abbildung),￿ (iii)￿ der￿ Gai-gekoppelte￿
Dopamin-Rezeptor￿D2￿wurde￿bei￿Koexpression￿mit￿Gaqi5￿weder￿von￿Suramin￿noch￿von￿NF023￿
gehemmt￿(siehe￿Einschübe￿Abbildung￿30,￿Seite￿87).￿￿
Dieser￿ speziesspezifische￿ Antagonismus￿ von￿ Suramin￿ und￿ NF023,￿ welche￿ bevorzugt￿ den￿
menschlichen￿Rezeptor￿blockieren,￿ist￿überraschend,￿da￿die￿Homologie￿der￿Rezeptoren￿mit￿ca.￿
87%￿ sehr￿ hoch￿ ist.￿ Dennoch￿ existieren￿ Unterschiede￿ insbesondere￿ in￿ der￿ extrazellulären￿




sowie￿ die￿ Induktion￿ morphologischer￿ Veränderungen￿ von￿ Zellen￿ identisch￿ waren,￿ konnten￿
unterschiedliche￿Wirkungen￿der￿Rezeptoren￿auf￿die￿Zellproliferation￿beobachtet￿werden￿(siehe￿
Abbildung￿ 43,￿ Seite￿ 103).￿ Die￿ Tatsache,￿ dass￿ die￿ Expression￿ des￿ rS1P5-Rezeptors￿ in￿
Säugerzellen￿ zu￿ einer￿ Hemmung￿ des￿ Zellwachstums￿ führt,￿ während￿ die￿ Expression￿ des￿
humanen￿Rezeptors￿keine￿Wirkungen￿zeigt,￿unterstützt￿die￿Vermutung,￿dass￿die￿Rezeptoren￿
unterschiedliche￿ physiologische/pathophysiologische￿ Wirkungen￿ haben￿ könnten.￿ Es￿ wäre￿
interessant,￿ die￿ Ursache￿ der￿ dargestellten￿ Unterschiede￿ zu￿ untersuchen,￿ da￿ die￿ in￿ der￿





Kinasen￿ die￿ proliferativen￿ Effekte￿ einiger￿ Wachstumsfaktoren￿ unterbunden￿ wurden￿ (einen￿
Überblick￿gibt￿Gutkind￿et￿al.,￿1998).￿
Coussin￿ et￿ al.￿ (2002)￿ stellten￿ überraschenderweise￿ bei￿ Untersuchungen￿ an￿ glatten￿
Muskelzellen￿der￿Ratte￿von￿zerebralen￿Arterien￿sowie￿der￿Aorta￿fest,￿dass￿eine￿S1P-vermittelte￿
Vasokonstriktion￿ nur￿ in￿ den￿ zerebralen￿ Arterien￿ erfolgte.￿ Auch￿ wenn￿ die￿ Gruppe￿ in￿ ihren￿
Expressionsstudien￿in￿den￿untersuchten￿Zellarten￿den￿S1P5-Rezeptor￿nicht￿mit￿einbezogen￿
haben,￿ weisen￿ unsere￿ Expressionsdaten￿ darauf￿ hin,￿ dass￿ der￿ rS1P5-Rezeptor￿ nur￿ in￿ den￿













den￿ LPA/S1P-Rezeptoren￿ aufweist,￿ konnte￿ 1996￿ von￿ Guo￿ et￿ al.￿ identifiziert￿ werden.￿ Ein￿
humanes￿ Homologes￿ dieses￿ Rezeptors￿ -￿ der￿ orphan-hGPR45￿ (auch￿ PSP24a genannt)￿ -,￿
dessen￿ Ligand￿ jedoch￿ noch￿ nicht￿ identifiziert￿ werden￿ konnte,￿ wurde￿ kurz￿ darauf￿ kloniert￿
(Marchese￿et￿al.,￿1999).￿Bei￿einem￿bioinformatischen￿Suchvorgang￿konnten￿wir￿einen￿weiteren￿
humanen￿orphan-Rezeptor￿identifizieren,￿der￿eine￿~￿57￿%ige￿Identität￿zum￿xLPA-Rezeptor￿und￿




eventuell￿ um￿ LPA-Rezeptoren￿ handeln￿ könnte.￿ Bei￿ der￿ Verfolgung￿ dieser￿ deorphaning-
Strategie￿konnten￿Kawasawa￿et￿al.￿(2000b)￿weder￿in￿Bindungsversuchen￿noch￿in￿funktionellen￿
Untersuchungen￿Effekte￿von￿LPA￿auf￿diese￿Rezeptoren￿nachweisen.￿Da￿auch￿wir￿keinen￿Effekt￿














et￿ al.,￿ 2001).￿ Ob￿ es￿ weitere￿ hochaffine￿ Liganden￿ für￿ diesen￿ Rezeptor￿ gibt￿ (in￿ unserer￿
Untersuchung￿von￿201￿bioaktiven￿Lipiden￿konnte￿kein￿weiterer￿identifiziert￿werden),￿oder￿ob￿Diskussion￿
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der￿ Rezeptor￿ von￿ Natur￿ aus￿ so￿ konzipiert￿ ist,￿ nur￿ bei￿ sehr￿ hohen￿ Konzentrationen￿ des￿
Liganden￿ seine￿ Effekte￿ auszuüben,￿ ist￿ noch￿ unklar.￿ Für￿ letztere￿ Hypothese￿ spricht￿ die￿
Beobachtung￿ von￿ S.￿ Wilson￿ (persönliche￿ Mitteilung),￿ die￿ nachweisen￿ konnte,￿ dass￿
b-Hydroxybutyrat￿ erst￿ in￿ mikromolaren￿ Konzentrationen￿ den￿ GPR43￿ aktiviert.￿ Da￿ solche￿
Konzentrationen￿nur￿in￿pathologischen￿Zuständen￿der￿Ketoazidose￿erreicht￿werden,￿spricht￿
dies￿für￿den￿„Einsatz“￿des￿Rezeptors￿unter￿pathologischen￿Bedingungen.￿
Interessanterweise￿ konnten￿ wir￿ die￿ Freisetzung￿ von￿ [Ca
2+]i￿ nur￿ nach￿ Kotransfektion￿ mit￿



































(E121)￿ ein￿ Phenylalanin￿ (siehe￿ Anhang￿ B,￿ Seite￿ 150).￿ Das￿ Fehlen￿ dieser￿ entscheidenden￿
Aminosäure￿könnte￿eine￿Ursache￿für￿die￿niedrigere￿Affinität￿des￿S1P￿am￿hGPR63￿sein.￿Dies￿
wird￿durch￿die￿Befunde￿unterstützt,￿dass￿S1P1-Rezeptormutanten￿wie￿z.B.￿E121Q￿oder￿E121A,￿


























2+]i￿ als￿ Antwort￿ auf￿ OEA￿ (bis￿ 30￿ µM)￿ über￿ den￿ hGPR63￿ oder￿ den￿ hGPR45￿
feststellen￿(siehe￿Abbildung￿54,￿Seite￿114).￿













In￿einer￿ Untersuchung￿ von￿Litosch￿(2002)￿ wurde￿PA￿als￿Regulator￿der￿basalen￿sowie￿der￿
G-Protein-stimulierten￿ PLC-b1-Aktivität￿ in￿ zerebralen,￿ kortikalen￿ Membranen￿ beschrieben.￿
Durch￿ Modulationen￿ in￿ der￿ Acylkettenlänge￿ von￿ PA￿ wurde￿ keine￿ Veränderung￿ in￿ den￿
beobachteten￿Effekten￿festgestellt.￿Zusammen￿mit￿dem￿Befund￿von￿Alderton￿et￿al.￿(2001),￿
dass￿ PA￿ ein￿ hochpotenter￿ GPCR-Agonist￿ ist,￿ liegt￿ die￿ Vermutung￿ nahe,￿ dass￿ die￿
Beeinflussung￿der￿PLC-b1-Aktivität￿durch￿PA￿und￿strukturell￿verwandte￿Substanzen￿über￿die￿
Stimulation￿ von￿ Rezeptor/G-Protein-Kopplung￿ bewirkt￿ wird.￿ Der￿ hGPR63￿ könnte￿ daher￿ mit￿
seiner￿hohen￿Expression￿im￿Hirn￿und￿seiner￿Affinität￿für￿das￿dem￿PA￿strukturell￿ähnliche￿doPA￿
bei￿ der￿ PA-Regulierung￿ von￿ PLC-b1￿ und￿ der￿ Modulation￿ der￿ Zellaktivierung￿ eine￿ Funktion￿






membran￿ vermittelt￿ werden.￿ PA,￿ welches￿ durch￿ DAGK￿ (Diacylglycerolkinase)￿ aus￿ DAG￿
(Diacylglycerol)￿ gewonnen￿ wird￿ (siehe￿ Abschnitt￿ 1.2.1,￿ Seite￿ 16),￿ wurde￿ lange￿ als￿
intrazellulärer￿ Effektor￿ (in-vitro-￿ und￿ in-vivo-Regulation￿ von￿ Enzym-Aktivitäten;￿ Rizzo￿ &￿
Romero,￿ 2002)￿ angesehen.￿ Aufgrund￿ unseres￿ Befundes,￿ dass￿ der￿ hGPR63￿ einen￿ niedrig￿
affinen￿Rezeptor￿für￿doPA￿darstellt,￿kann￿PA￿-￿wie￿auch￿schon￿S1P,￿LPA￿und￿dhS1P￿-￿nun￿zu￿
der￿ Gruppe￿ der￿ Lipidmediatoren￿ mit￿ extrazellulären￿ (mittels￿ spezifischer￿ GPCRs)￿ und￿
intrazellulären￿Funktionen￿hinzugefügt￿werden.￿
Die￿ Effekte￿ von￿ S1P￿ auf￿ die￿ Zellproliferation￿ werden￿ über￿ verschiedene￿ S1P-Rezeptoren￿
vermittelt.￿Während￿ wir￿ zeigen￿ konnten,￿ dass￿ der￿ hS1P5-Rezeptor￿ keinen￿ Einfluss￿ auf￿ die￿
Zellproliferation￿hat￿(siehe￿Abbildung￿43,￿Seite￿103),￿stimulieren￿andere￿wie￿der￿S1P1-Rezeptor￿
das￿Zellwachstum￿sowie￿die￿Mitogenese￿(Kluk￿&￿Hla￿2001).￿Wir￿konnten￿beobachten,￿dass￿





Proliferation￿ -￿ besonders￿ in￿ glatten￿ Muskelzellen￿ -￿ ein￿ wichtiger￿ Teil￿ der￿ Entwicklung￿ der￿
Blutgefäße￿ (Hungerford￿ et￿ al.,￿ 1999),￿ der￿ Atherosklerose,￿ des￿ Bluthochdrucks￿ und￿ der￿Diskussion￿
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Restenose￿ist￿(Libby￿et￿al.,￿2000,￿Schwartz￿et￿al.,￿1998).￿Ob￿der￿hGPR63￿-￿dessen￿Expression￿








Die￿ Tatsache,￿ dass￿ es￿ noch￿ keinen￿ käuflich￿ erwerbbaren￿ Antikörper￿ gegen￿ hGPR45￿ und￿




dass￿ keine￿ GTPgS-Bindung￿ –￿ auch￿ nicht￿ bei￿ 10￿ µM￿ S1P￿ -￿ beobachtet￿ werden￿ konnte,￿
beunruhigend.￿Dies￿könnte￿auf￿der￿einen￿Seite￿darauf￿hinweisen,￿dass￿die￿niedrige￿Expression￿
des￿Rezeptors￿auch￿in￿stabilen￿Zelllinien￿bestimmte￿Messungen￿erschwert￿oder￿unmöglich￿














2002;￿ Chen￿ et￿ al.,￿ 2002).￿ Einige￿ Studien￿ widmeten￿ sich￿ der￿ Frage,￿ inwieweit￿ die￿ durch￿
Mutationen￿ in￿ verschiedenen￿ Regionen￿ des￿ Rezeptors￿ bedingte￿ konstitutive￿ Aktivität￿ einen￿
Einfluss￿auf￿die￿unterschiedlichen￿Signaltransduktionswege￿von￿GPCRs￿haben￿kann￿(Perez￿et￿
al.,￿ 1996).￿ Zusammen￿ mit￿ weiteren￿ Befunden￿ auf￿ diesem￿ Gebiet￿ wurde￿ die￿ Hypothese￿
aufgestellt,￿ das￿ sich￿ verschiedene￿ konstitutiv￿ aktive￿ Mutanten￿ eines￿ Rezeptors￿ in￿ ihrer￿
Regulation￿ durch￿ Antagonisten￿ und￿ inverse￿ Agonisten￿ sowie￿ in￿ der￿ durch￿ die￿ Mutationen￿Diskussion￿
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sind￿ intrinsische￿ Effekte￿ auf￿ Zellen￿ beschrieben￿ worden.￿ Allerdings￿ wird￿ die￿ „konstitutive￿
Aktivität“￿ durch￿ die￿ Präsenz￿ des￿ allgegenwärtigen￿ Liganden￿ S1P￿ in￿ den￿ Zellkulturmedien￿
bedingt.￿Im￿Falle￿des￿S1P1-Rezeptors￿erleichterte￿die￿Anwesenheit￿des￿Liganden￿im￿Medium￿
die￿ Identifizierung￿ dieses￿ Rezeptors￿ (Lee￿ et￿ al.,￿ 1998a).￿ Stabile￿ Expression￿ des￿
S1P1-Rezeptors￿ in￿ HEK293-Zellen￿ steigerte￿ die￿ auf￿ der￿ Bildung￿ von￿ bindenden￿ Proteinen￿
(Catherinen￿ und￿ Cateninen)￿ beruhende￿ Adhäsion￿ zwischen￿ den￿ Zellen￿ und￿ induzierte￿ die￿
phänotypische￿Differenzierung￿der￿Zellen￿(Lee￿et￿al.,￿1998b).￿Nachdem￿die￿Lipide￿aus￿dem￿
Medium￿ durch￿ Aktivkohleabsorption￿ des￿ FCS￿ entfernt￿ worden￿ waren,￿ konnten￿ die￿ be-





in￿ verschiedenen￿ Zelltypen￿ ein￿ Einfluss￿ auf￿ deren￿ Phänotyp￿ (Morphologie,￿ Proliferation,￿
Formation￿von￿Stress-Filamenten,￿Reorganisation￿des￿Zytoskeletts￿u.a.)￿beschrieben￿worden￿
(Lee￿et￿al.,￿1998b;￿Moolenaar,￿1999;￿van￿Brocklyn￿et￿al.,￿1999;￿Lee￿et￿al.,￿1999b;￿Robert￿et￿al.,￿
2001).￿ Diese￿ Effekte￿ waren￿ jedoch￿ immer￿ an￿ die￿ Anwesenheit￿ von￿ Lipiden￿ im￿ Medium￿
gebunden.￿ Hinweise,￿ dass￿ S1P-Rezeptoren￿ auch￿ liganden-unabhängige￿ Wirkungen￿ haben￿
können,￿sind￿bisher￿in￿der￿Literatur￿noch￿nicht￿zu￿finden.￿Die￿einzige￿Ausnahme￿bildet￿die￿von￿
Malek￿et￿al.￿(2001)￿beschriebene,￿sehr￿schwach￿ausgeprägte￿intrinsische￿Hemmwirkung￿des￿
rS1P5–Rezeptors￿ auf￿ die￿ Proliferation￿ von￿ CHO-K1-Zellen￿ sowie￿ die￿ in￿ einem￿ GTPgS-
Versuchssystem￿ von￿ Windh￿ et￿ al.￿ (1999)￿ detektierte￿ ligand-unabhängige￿ Stimulation￿ von￿
G-Proteinen￿ durch￿ die￿ S1P1-3-Rezeptoren.￿ Letztere￿ wurde￿ jedoch￿ nie￿ in￿ funktionellen￿
Versuchen￿der￿jeweiligen￿Rezeptoren￿bestätigt.￿In￿dieser￿Arbeit￿wurden￿mehrere￿signifikante,￿
ligand-unabhängige￿ Wirkungen￿ des￿ humanen￿ und￿ rS1P5-Rezeptors￿ untersucht.￿ Da￿ beide￿
Rezeptoren￿im￿Hinblick￿auf￿die￿konstitutive￿Aktivität￿ein￿identisches￿Profil￿aufweisen,￿wird￿in￿
diesem￿Kapitel￿generell￿der￿S1P5-Rezeptor￿spezies-unabhängig￿diskutiert.￿































CHO-K1-Zellen￿ (siehe￿ Abbildung￿ 42,￿ Seite￿ 102)￿ auch￿ der￿ oben￿ erwähnte￿
Signaltransduktionweg￿zugrunde￿liegen￿könnte,￿lag￿daher￿sehr￿nahe.￿Dennoch￿konnte￿bei￿der￿
Verwendung￿ eines￿ Reportergenversuches￿ keine￿ Aktivierung￿ des￿ Ga12/13-Rho-Signal-
transduktionsweges￿nachgewiesen￿werden￿(siehe￿Tabelle￿26,￿Seite￿96).￿Ein￿noch￿direkterer￿
Nachweis￿ für￿ die￿ Beteiligung￿ des￿ Ga12/13-Rho-Signaltransduktionsweges￿ wäre￿ die￿ Durch-
führung￿des￿Experimentes￿in￿Zelllinien￿gewesen,￿denen￿entweder￿Ga12,￿Ga13￿oder￿Ga12/13￿fehlt.￿
Daher￿ wurde￿ in￿ Kooperation￿ mit￿ Herrn￿ A.￿ Blaukat￿ (Universität￿ Heidelberg)￿ die￿ Induktion￿
morphologischer￿Veränderungen￿nach￿S1P5-Rezeptor-Transfektion￿in￿wt-Mausfibroblasten￿mit￿
denen￿in￿Ga12/13-deletierten￿Fibroblasten￿verglichen.￿Es￿konnte￿jedoch￿schon￿in￿den￿wt-Zellen￿
keine￿ Veränderung￿ in￿ der￿ Zellmorphologie￿ beobachtet￿ werden,￿ so￿ dass￿ weitere￿
Untersuchungen￿ nicht￿ mehr￿ sinnvoll￿ erschienen.￿ Diese￿ Daten￿ weisen￿ darauf￿ hin,￿ dass￿ die￿
Rezeptor–induzierten￿ morphologischen￿ Veränderungen￿ zelltypspezifisch￿ sein￿ könnten.￿ Sie￿Diskussion￿
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können￿ jedoch￿ nicht￿ komplett￿ ausschließen,￿ dass￿ es￿ sich￿ bei￿ der￿ involvierten￿
Signaltransduktionskaskade￿ dennoch￿ um￿ die￿ Ga12/13–Rho-Schiene￿ handelt.￿ Die￿ Beteiligung￿
des￿ G-Proteins￿ Gai￿ bei￿ der￿ Vermittlung￿ der￿ morphologischen￿ Effekte￿ konnte￿ durch￿ den￿
Nachweis￿ der￿ PTX-Unabhängigkeit￿ komplett￿ ausgeschlossen￿ werden.￿ Unabhängig￿ vom￿




36,￿ Seite￿ 94￿ und￿ Abbildung￿ 39,￿ Seite￿ 99)￿ konnten￿ die￿ morphologischen￿ Veränderungen￿
allerdings￿durch￿den￿Liganden￿S1P￿(durch￿Verwendung￿von￿Medium￿mit￿FCS)￿noch￿weiter￿
verstärkt￿werden.￿Diese￿Befunde￿implizieren,￿dass￿unterschiedliche￿Signaltransduktionswege,￿
die￿ von￿ einem￿ konstitutiv￿ aktiven￿ GPCR￿ genutzt￿ werden,￿ nicht￿ in￿ identischer￿ Weise￿






















Membranen￿ (membraneblebbing)￿ im￿ Endstadium￿ der￿ Apoptose￿ in￿ Verbindung￿ gebracht￿
worden￿ist￿(Mills￿et￿al.,￿1998).￿Des￿weiteren￿ist￿der￿Rho-Effektor￿PKN￿(Proteinkinase￿N)￿ein￿
weiterer￿möglicher￿Apotosemediator,￿da￿dieser￿proteolytisch￿durch￿Caspasen￿zerschnitten￿wird￿






ges￿ durch￿ den￿ S1P5-Rezeptor￿ sowie￿ der￿ Tatsache,￿ dass￿ Rho-Aktivierung,￿ die￿ wir￿ nicht￿
beobachten￿konnten,￿zu￿Apoptose￿führen￿kann￿(Mills￿J.C.,1998,￿Takahashi￿et￿al.,￿1998;￿einen￿















Interessanterweise￿ sind￿ Rezeptoren￿ mit￿ primär￿ intrazellulärer￿ Lokalisation￿ dennoch￿ in￿ der￿
Lage,￿ eine￿ Weiterleitung￿ der￿ Signale￿ zu￿ bewirken,￿ wie￿ für￿ den￿ S1P5-Rezeptor￿ in￿ der￿
vorliegenden￿ Arbeit￿ in￿ mehrfacher￿ Hinsicht￿ bewiesen￿ wurde￿ (u.a.￿ cAMP-Hemmung,￿
ERK-Phosphorylierung,￿ [Ca
2+]i-Freisetzung).￿ Zwangsläufig￿ stellt￿ sich￿ jedoch￿ die￿ Frage,￿






b-Arrestin-Bindung.￿ Letzteres￿ entkoppelt￿ nicht￿ nur￿ den￿ Rezeptor￿ vom￿ G-Protein,￿ sondern￿
bereitet￿ihn￿damit￿auch￿auf￿die￿Internalisierung￿mittels￿Clathrin-überzogener￿Partikel￿vor￿(einen￿
Überblick￿gibt￿Ferguson￿et￿al.,￿2001).￿In￿letzter￿Zeit￿wurde￿jedoch￿an￿b2-Adrenozeptoren￿oder￿
Opioidrezeptoren￿ gezeigt,￿ dass￿ die￿ Vermittlung￿ gewisser￿ Signale￿ erst￿ durch￿ eine￿
vorangehende￿Internalisierung￿initiiert￿wird.￿Daaka￿et￿al.￿(1998)￿und￿Ignatowa￿et￿al.￿(1999)￿
konnten￿ zeigen,￿ dass￿ die￿ Internalisierung￿ des￿ Rezeptors￿ erforderlich￿ war,￿ um￿ eine￿ ERK-
Aktivierung￿zu￿induzieren.￿In￿diesen￿Versuchen￿wurde￿durch￿Verwendung￿dominant￿negativer￿Diskussion￿
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b-Arrestin-￿ oder￿ Dynamin-Mutanten￿ eine￿ Internalisierung￿ der￿ Rezeptoren￿ verhindert￿ und￿
infolgedessen￿ auch￿ die￿ ERK-Phosphorylierung￿ unterbunden.￿ Mit￿ diesen￿ Befunden￿ im￿
Hintergrund￿ drängt￿ sich￿ die￿ Frage￿ auf,￿ ob￿ für￿ die￿ durch￿ den￿ S1P5-Rezeptor-vermittelten,￿
Ligand-unabhängigen￿Effekte￿zunächst￿eine￿Internalisierung￿vorausgehen￿muss￿oder￿ob￿die￿
Internalisierung￿eine￿Konsequenz￿der￿konstitutiven￿Aktivität￿darstellt.￿Dieser￿Frage￿muss￿in￿






















mit￿ Hilfe￿ von￿ G-Protein/Rezeptor-Fusions-Proteinen￿ bei￿ gleichzeitiger￿ Inkubation￿ mit￿ RGS-
(regulator-of-G-Protein-signaling-)Proteinen￿ signifikant￿ höhere￿ basale￿ GTPase-Aktivität￿
messen￿und￿damit￿als￿Antagonisten￿bekannte￿Substanzen￿als￿inverse￿Agonisten￿identifizieren.￿
Welche￿ physiologische￿ Relevanz￿ die￿ konstitutive￿ Aktivität￿ des￿ S1P5-Rezeptors￿ hat,￿ bedarf￿
noch￿ intensiver￿ Forschung.￿ Es￿ sei￿ jedoch￿ angemerkt,￿ dass￿ konstitutiv￿ aktive￿ GPCRs￿ als￿
Agonist-unabhängige￿ Onkogene￿ fungieren￿ können￿ (einen￿ Überblick￿ gibt￿ Gutkind,￿ 1997).￿
Zusammen￿mit￿der￿Identifizierung￿von￿LPA￿als￿Tumormarker￿bei￿Ovarialkarzinom￿und￿evtl.￿
weiteren￿Krebsarten￿könnten￿die￿S1P-Rezeptoren￿neben￿der￿kardiovaskulären￿Relevanz￿auch￿
in￿ der￿ Onkologie￿ eine￿ Rolle￿ spielen.￿ Weiterhin￿ wäre￿ es￿ denkbar,￿ dass￿ konstitutiv￿ aktive￿




Nach￿ der￿ Identifizierung￿ des￿ fünften,￿ humanen￿ hochaffinen￿ S1P-Rezeptors￿ ist￿ die￿ Wahr-
scheinlichkeit,￿noch￿weitere￿Mitglieder￿dieser￿S1P/LPA-Familie￿zu￿identifizieren,￿sehr￿gering.￿
Demgegenüber￿steht￿für￿das￿Verständnis￿der￿physiologischen/pathophysiologischen￿LPA-￿und￿
S1P-Wirkungen￿ der￿ Forschung￿ ein￿ noch￿ sehr￿ weites￿ Feld￿ offen.￿ Das￿ Interesse￿ an￿ diesen￿
Substanzen￿steigt￿stetig￿an,￿je￿mehr￿Teilergebnisse￿bekannt￿werden,￿umso￿komplexer￿wird￿das￿
Gesamtbild.￿






Affinitäten￿ zu￿ den￿ S1P-Rezeptoren￿ aufweisen￿ und￿ auch￿ nicht￿ als￿ rezeptorspezifisch￿
angesehen￿werden￿können,￿geben￿diese￿Modifikationen￿jedoch￿Hinweise￿auf￿essentielle￿und￿
sekundäre￿ Strukturbestandteile.￿ Zusätzliche￿ Informationen￿ bezüglich￿ essentieller￿ Struktur-
bestandteile￿liefert￿auch￿die￿Identifizierung￿von￿FTY720P￿als￿Ligand￿an￿den￿S1P-Rezeptoren￿




sind,￿ diesem￿ Rezeptor￿ zuzuordnen.￿ Es￿ könnte￿ aber￿ auch￿ ein￿ Hinweis￿ sein,￿ dass￿ evtl.￿
Veränderungen￿am￿aromatischen￿Ring￿der￿Substanz,￿den￿S1P￿nicht￿besitzt,￿zu￿einer￿weiteren￿
Selektivität￿für￿bestimmte￿Rezeptoren￿führen￿könnten.￿￿
Ein￿ weiterer￿ Ansatz,￿ der￿ zum￿ besseren￿ Verständnis￿ der￿ Bedeutung￿ der￿ Lipidrezeptoren￿
beitragen￿wird,￿ist￿die￿Identifizierung￿von￿Polymorphismen￿in￿den￿jeweiligen￿für￿den￿Rezeptor￿
kodierenden￿ Genen￿ bei￿ Patientengruppen,￿ die￿ ein￿ bestimmtes￿ Krankheitsbild￿ aufweisen.￿
Derartige￿ Studien￿ werden￿ zur￿ Zeit￿ bei￿ kardiovaskulären￿ Erkrankungen￿ im￿ Rahmen￿ des￿
Larcom-Projektes￿ (Ludwigshafen￿ Aventis￿ Research￿ cooperation￿ on￿ myocardial￿ infarction)￿
durchgeführt.￿ Die￿ Ergebnisse￿ dieser￿ Studien￿ können￿ vermutlich￿ weitere￿ Erkenntnisse￿ zum￿
Verständnis￿von￿Herz-Kreislauferkrankungen￿beisteuern.￿
Neben￿ der￿ Identifizierung￿ von￿ Polymorphismen￿ in￿ den￿ Rezeptorgenen￿ liefern￿ auch￿
Untersuchungen￿ der￿ Rezeptorexpression￿ auf￿ RNA-￿ sowie￿ auf￿ Proteinebene￿ in￿ etablierten￿
Tiermodellen￿ wertvolle￿ Hinweise￿für￿die￿Bedeutung￿der￿Rezeptoren.￿Können￿hier￿deutliche￿
Unterschiede￿ in￿ den￿ Expressionsniveaus￿ bei￿ gesunden￿ und￿ kranken￿ Tieren￿ festgestellt￿
werden,￿ liegt￿ die￿ Vermutung￿ nahe,￿ dass￿ der￿ Rezeptor￿ ￿ eine￿ Rolle￿ in￿ der￿ Entstehung￿ und￿Diskussion￿
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Expressionsunterschiede￿ in￿ Ratte￿ und￿ Menschen￿ zu￿ bestimmen.￿ Erst￿ dann￿ können￿ die￿ in￿
einem￿ Tiermodell￿ untersuchten￿ S1P-Effekte￿ zuverlässig￿ interpretiert￿ werden.￿ Hier￿ wäre￿ die￿
Entwicklung￿ spezifischer￿ S1P5-Rezeptor-Agonisten￿ von￿ großem￿ Wert,￿ da￿ so￿ ein￿ direkter￿
Vergleich￿der￿ausschließlich￿durch￿den￿S1P5-Rezeptor￿vermittelten￿Effekte￿in￿der￿Ratte￿und￿
beim￿Menschen￿(zum￿Beispiel￿an￿isolierten￿Kardiomyozyten)￿möglich￿würde.￿
Eine￿ weiterer￿ wichtiger,￿ neuer￿ Befund￿ dieser￿ Arbeit￿ ist￿ die￿ konstitutive￿ Aktivität￿ des￿
S1P5-Rezeptors￿und￿die￿damit￿verbundene￿partielle￿intrazelluläre￿Lokalisation.￿Inwiefern￿die￿in￿
vitro￿ gemessene￿ liganden-unabhängige￿ Aktivierung￿ des￿ Rezeptors￿ auch￿ in￿ vivo￿ eine￿ Rolle￿
spielt,￿kann￿zur￿Zeit￿noch￿nicht￿beurteilt￿werden.￿Die￿Tatsache,￿dass￿ein￿Rezeptor￿mit￿einer￿
hohen￿prozentualen￿intrazellulären￿Lokalisation￿dennoch￿in￿der￿Lage￿ist,￿Signale￿zu￿vermitteln,￿
kann￿ das￿ Verständnis￿ der￿ GPCR-Pharmakologie￿ besonders￿ in￿ der￿ industriellen￿ Forschung￿




involvierten￿ Rezeptoren,￿ Kinasen￿ und￿ weiteren￿ Proteine￿ noch￿ weiterer￿ Forschungsarbeit￿
bedarf￿-￿ein￿Teilstück￿wurde￿in￿den￿ersten￿Absätzen￿beschrieben￿-￿kann￿dennoch￿festgestellt￿
werden,￿dass￿diese￿Lipide￿und￿ihre￿Rezeptoren￿in￿der￿Onkologie,￿der￿Herz-Kreislaufforschung￿
(Atherosklerose,￿ Angiogenese,￿ Apoptose,￿ Vasokonstriktion,￿ Überladen￿ der￿ Zellen￿ mit￿ Ca
2+)￿








humanen￿ S1P/LPA-Rezeptoren￿ sowohl￿ in￿ Herz-Kreislauf-relevanten￿ Geweben￿ als￿ auch￿ in￿
Endothelzellen￿und￿glatten￿Muskelzellen￿erfolgten￿bisher￿nicht￿im￿Sinne￿der￿hier￿dargestellten￿








neuen￿ Liganden￿ identifiziert￿ werden￿ konnten,￿ grenzen￿ unsere￿ Untersuchungen￿ die￿ Zahl￿
potentieller￿zusätzlicher￿Liganden￿ein.￿Außerdem￿konnten￿wir￿zeigen,￿dass￿Suramin￿nicht￿–￿wie￿









potentiell￿ relevanter￿ Rezeptor￿ nicht￿ in￿ den￿ peripheren￿ Geweben￿ der￿ Ratte￿ vorhanden￿ und￿
somit￿ nicht￿ an￿ den￿ S1P-Wirkungen￿ beteiligt￿ ist.￿ Zudem￿ konnten￿ wir￿ auch￿ funktionelle￿
Unterschiede￿zwischen￿den￿beiden￿Rezeptoren￿unterschiedlicher￿Spezies￿beobachten,￿was￿
zusätzlich￿ gegen￿ die￿ Verwendung￿ von￿ Tiermodellen￿ zumindest￿ bei￿ Untersuchungen￿ des￿
S1P5-Rezeptors￿spricht.￿
Neben￿der￿erstmaligen￿Charakterisierung￿der￿Signaltransduktionswege￿des￿S1P5-Rezeptors￿





Wir￿ konnten￿ darüberhinaus￿ zeigen,￿ dass￿ der￿ zweite￿ in￿ dieser￿ Arbeit￿ identifizierte￿





Zusätzlich￿ zu￿ den￿ molekularbiologischen￿ Befunden￿ können￿ aus￿ dieser￿ Arbeit￿ wichtige￿
Informationen￿ für￿ das￿ Screenen￿ von￿ GPCRs￿ und￿ hier￿ insbesondere￿ von￿ Lipid-GPCRs￿
abgeleitet￿werden.￿Allgemein￿gilt,￿dass￿der￿Auswahl￿des￿richtigen￿Versuchssytems￿im￿Hinblick￿





transient￿ transfizierten￿ CHO-K1-Zellen￿ hintergrundfreie￿ S1P-Signale￿ im￿ FLIPR-Versuch￿
gemessen￿ werden,￿ während￿ in￿ den￿ MAP-Kinase-Versuchen￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ der￿ hohe￿
endogene￿ Hintergrund￿ das￿ Versuchsfenster￿ auf￿ ein￿ Minimum￿ reduzierte.￿ Während￿ die￿
Messung￿ von￿ LPA-Effekten￿ in￿ CHO-K1-Zellen￿ mit￿ der￿ FLIPR-Technologie￿ aufgrund￿ der￿
endogenen￿ Signale￿ nicht￿ möglich￿ ist,￿ können￿ LPA-Effekte￿ in￿ McARH7777-Zellen￿ ohne￿
störenden￿Hintergrund￿gemessen￿werden.￿In￿diesem￿Zellsystem￿ist￿wiederum￿die￿Messung￿



































































































































￿ ￿ ￿ ￿ ￿
1-B1￿ H005￿ 5(S)-HETE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B2￿ HR005￿ (±)5-HETE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B3￿ HL005￿ (±)5-HETE￿LACTONE￿￿ 0.1￿ 302.5￿
1-B4￿ H008￿ 8(S)-HETE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B5￿ H009￿ 9(S)-HETE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B6￿ H011￿ 11(S)-HETE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B7￿ H012￿ 12(S)-HETE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B8￿ H112￿ 12(R)-HETE￿￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B9￿ H015￿ 15(S)-HETE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B10￿ H215￿ 15(S)-HEDE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B11￿ H305￿ (±)5-HETrE￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-B12￿ H312￿ TETRANOR-12(R)-HETE￿￿ 0.1￿ 324.5￿
1-C1￿ H315￿ 15(S)-HETE￿￿ 0.1￿ 266.4￿
1-C2￿ HR505￿ (±)5-HEPE￿￿ 0.1￿ 318.5￿
1-C3￿ H515￿ 15(S)-HEPE￿￿￿ 0.1￿ 318.5￿
1-C4￿ HP005￿ 5(S)-HPETE￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-C5￿ HP012￿ 12(S)-HPETE￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-C6￿ HP015￿ 15(S)-HPETE￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-C7￿ HP125￿ 15(S)-HPEDE￿￿ 0.1￿ 340.5￿
1-C8￿ HP515￿ 15(S)-HPEPE￿￿ 0.1￿ 334.5￿
1-C9￿ HA004￿ (±)4-HYDROXYNON-2-ENAL￿￿ 1￿ 156.5￿
1-C10￿ HE008￿ HEPOXILIN￿A3￿￿ 0.1￿ 318.5￿
1-C11￿ HE010￿ HEPOXILIN￿B3￿￿ 0.1￿ 318.5￿
1-C12￿ D122￿ 12(S),20-DIHETE￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D1￿ D515￿ 5(S),15(S)-DIHETE￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D2￿ D815￿ 8(S),15(S)-DIHETE￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D3￿ DS056￿ 5(S),6(R)-DIHETE￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D4￿ DTR512￿ 5(S),12(R)-DIHETE￿all￿trans￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D5￿ DTR815￿ 8(R),15(S)-DIHETE￿all￿trans￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D6￿ DTS512￿ 5(S),12(S)-DIHETE￿all￿trans￿￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D7￿ DTS815￿ 8(S),15(S)-DIHETE￿all￿trans￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-D8￿ EE56￿ 5,6-EPOXYEICOSATRIENOIC￿ACID￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-D9￿ EE89￿ 8,9-EPOXYEICOSATRIENOIC￿ACID￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-D10￿ EE11￿ 11,12-EPOXYEICOSATRIENOIC￿ACID￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-D11￿ EE14￿ 14,15-EPOXYEICOSATRIENOIC￿ACID￿￿ 0.1￿ 320.5￿
1-D12￿ K005￿ 5-KETOEICOSATETRAENOIC￿ACID￿￿ 0.1￿ 318.5￿
1-E1￿ K015￿ 15-KETOEICOSATETRAENOIC￿ACID￿￿ 0.1￿ 318.5￿
1-E2￿ KO013￿ 13-KETOOCTADECADIENOIC￿ACID￿￿ 0.1￿ 294.5￿
1-E3￿ LB003￿ LEUKOTRIENE￿B3￿￿ 0.1￿ 338.5￿
1-E4￿ LB004￿ LEUKOTRIENE￿B4￿￿￿ 0.1￿ 336.5￿
1-E5￿ HLB004￿ 20-HYDROXY-LEUKOTRIENE￿B4￿￿ 0.1￿ 352.5￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿






￿ ￿ ￿ ￿ ￿
1-E6￿ CLB004￿ 20-CARBOXY-LEUKOTRIENE￿B4￿￿ 0.1￿ 366.5￿
1-E7￿ LC004￿ LEUKOTRIENE￿C4￿￿ 0.1￿ 625.8￿
1-E8￿ LD004￿ LEUKOTRIENE￿D4￿￿ 0.1￿ 496.7￿
1-E9￿ LE004￿ LEUKOTRIENE￿E4￿￿ 0.1￿ 439.6￿
1-E10￿ LEA004￿ N-ACETYL-LEUKOTRIENE￿E4￿ 0.1￿ 481.7￿
1-E11￿ LXA004￿ LIPOXIN￿A4￿￿ 0.1￿ 352.5￿
1-E12￿ LXB004￿ LIPOXIN￿B4￿￿ 0.1￿ 352.5￿
1-F1￿ PG001￿ PROSTAGLANDIN￿A1￿￿ 1￿ 336.5￿
1-F2￿ PG002￿ PROSTAGLANDIN￿A2￿￿ 1￿ 334.5￿
1-F3￿ PG003￿ PROSTAGLANDIN￿B1￿￿ ￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿1￿ 336.5￿
1-F4￿ PG004￿ PROSTAGLANDIN￿B2￿￿ 1￿ 334.5￿
1-F5￿ PG005￿ PROSTAGLANDIN￿D2￿￿ 1￿ 352.5￿
1-F6￿ PG006￿ PROSTAGLANDIN￿E1￿￿ 1￿ 354.5￿
1-F7￿ PG007￿ PROSTAGLANDIN￿E2￿￿ 1￿ 352.5￿
1-F8￿ PG008￿ PROSTAGLANDIN￿F2a￿￿ 1￿ 354.5￿
1-F9￿ PG010￿ PROSTAGLANDIN￿F1a￿￿ 1￿ 356.5￿
1-F10￿ PG011￿ PROSTAGLANDIN￿I2￿Na￿￿ 1￿ 374.5￿
1-F11￿ PG013￿ 15-KETO-PROSTAGLANDIN￿E2￿￿ 1￿ 350.5￿
1-F12￿ PG015￿ 15-KETO-PROSTAGLANDIN￿F2a￿￿ 1￿ 352.5￿
1-G1￿ PG016￿ 13,14-DIHYDRO-15-KETO-PGF2a￿ 1￿ 354.5￿
1-G2￿ PG017￿ 6-KETO-PROSTAGLANDIN￿F1a￿￿ 1￿ 370.5￿
1-G3￿ PG021￿ 16,16-DIMETHYL-PROSTAGLANDIN￿E2￿￿ 1￿ 380.5￿
1-G4￿ PG023￿ U-46619￿￿ 1￿ 350.5￿
1-G5￿ PG030￿ 9b,11a￿PROSTAGLANDIN￿F2￿￿￿ 1￿ 354.5￿
1-G6￿ PG031￿ 9a,11b￿PROSTAGLANDIN￿F2￿￿ 1￿ 354.5￿
1-G7￿ PG033￿ PROSTAGLANDIN￿J2￿￿ 1￿ 334.5￿
1-G8￿ PG034￿ 2,3-DINOR-6-KETO-PGF1a￿￿ 0.1￿ 342.5￿
1-G9￿ PG035￿ CARBACYCLIN￿ 1￿ 350.5￿
1-G10￿ PG036￿ (±)13-AZAPROSTANOIC￿ACID￿￿ 1￿ 311.5￿
1-G11￿ PG038￿ 19(R)-HYDROXY-PROSTAGLANDIN￿E2￿￿ 1￿ 368.5￿
1-G12￿ PG039￿ 19(R)-HYDROXY-PROSTAGLANDIN￿F2a￿￿ 0.1￿ 370.5￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿
2-B1￿ PG042￿ 17-PHENYL-TRINOR-PGE2￿￿ 1￿ 386.5￿
2-B2￿ PG047￿ D12-PROSTAGLANDIN￿J2￿  1￿ 334.5￿
2-B3￿ PG048￿ 13,14-DIHYDRO-PGE1￿￿ 1￿ 356.5￿
2-B4￿ PG049￿ 8-EPI-PROSTAGLANDIN￿F2a￿￿ 1￿ 354.5￿
2-B5￿ PG050￿ 15d-PGJ2￿￿ 1￿ 316.5￿
2-B6￿ PG052￿ MISOPROSTOL,￿FREE￿ACID￿￿ 1￿ 368.5￿
2-B7￿ TB002￿ THROMBOXANE￿B2￿￿ 1￿ 370.5￿
2-B8￿ TB004￿ 11-DEHYDRO-THROMBOXANE￿B2￿ 1￿ 368.5￿
2-B9￿ FA017￿ ANANDAMIDE￿(20:4,￿n-6)￿￿ 1￿ 347.6￿
2-B10￿ FA018￿ PALMITYLETHANOLAMIDE￿￿ 1￿ 299.5￿
2-B11￿ FA026￿ ANANDAMIDE￿(18:2,n-6)￿￿ 1￿ 323.6￿
2-B12￿ FA019￿ ANANDAMIDE￿(20:3,n-6)￿￿ 1￿ 349.6￿
2-C1￿ FA020￿ ANANDAMIDE￿(22:4,n-6)￿￿ 1￿ 375.6￿
2-C2￿ FA027￿ MEAD￿ETHANOLAMIDE￿￿ 1￿ 349.6￿






￿ ￿ ￿ ￿ ￿
2-C4￿ CR104￿ BML-190￿￿ 1￿ 426.9￿
2-C5￿ FA029￿ N-ARACHIDONOYLGLYCINE￿ 1￿ 361.5￿
2-C6￿ L126￿ TETRAHYDROCANNABINOL-7-OIC￿ACID￿ 1￿ 344.4￿
2-C7￿ CR105￿ WIN￿55,212-2￿ 1￿ 522.6￿
2-C8￿ FA022￿ ARACHIDONAMIDE￿￿ 1￿ 303.5￿
2-C9￿ FA023￿ LINOLEAMIDE￿￿ 1￿ 279.5￿
2-C10￿ FA025￿ 9,10-OCTADECENOAMIDE￿￿ 1￿ 281.5￿
2-C11￿ G200￿ ACETYL-FARNESYL-CYSTEINE￿￿ 1￿ 367.5￿
2-C12￿ G201￿ S-FARNESYL-L-CYSTEINE￿ME￿ 1￿ 339.5￿
2-D1￿ G220￿ AGGC￿ 1￿ 435.7￿
2-D2￿ G221￿ AGC￿ 1￿ 299.4￿
2-D3￿ G222￿ FARNESYLTHIOACETIC￿ACID￿￿ 1￿ 296.5￿
2-D4￿ HO409￿ 9(S)-HODE￿￿ ￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿0.1￿ 296.5￿
2-D5￿ HO309￿ (±)9-HODE￿￿ 0.1￿ 296.5￿
2-D6￿ HO013￿ 13(S)-HODE￿￿ 0.1￿ 296.5￿
2-D7￿ HR013￿ (±)13-HODE￿￿ 0.1￿ 296.5￿
2-D8￿ HO313￿ 13(S)-HOTE￿￿ 0.1￿ 294.5￿
2-D9￿ HP019￿ 9(S)-HPODE￿￿ 0.1￿ 312.5￿
2-D10￿ HP013￿ 13(S)-HPODE￿￿ 0.1￿ 312.5￿
2-D11￿ LE009￿ LEUKOTOXIN￿A￿(9,10-EODE)￿￿ 0.1￿ 296.5￿
2-D12￿ LE012￿ LEUKOTOXIN￿B￿(12,13-EODE)￿￿ 0.1￿ 296.5￿
2-E1￿ HRT012￿ 12(S)-HHT￿￿ 0.1￿ 280.4￿
2-E2￿ DM100￿ 25-HYDROXYVITAMIN￿D3￿￿ 1￿ 400.6￿
2-E3￿ DM200￿ 1,25-DIHYDROXYVITAMIN￿D3￿￿ 1￿ 416.6￿
2-E4￿ DM300￿ 24,25-DIHYDROXYVITAMIN￿D3￿￿ 1￿ 416.6￿
2-E5￿ GR100￿ RETINOIC￿ACID,￿ALL￿TRANS￿￿ 1￿ 300.4￿
2-E6￿ GR101￿ 9-CIS￿RETINOIC￿ACID￿￿ 1￿ 300.4￿
2-E7￿ GR102￿ 13-CIS￿RETINOIC￿ACID￿￿ 1￿ 300.4￿
2-E8￿ GR103￿ 4-HYDROXYPHENYLRETINAMIDE￿￿ 1￿ 391.5￿
2-E9￿ GR104￿ AM-580￿￿ 1￿ 351.4￿
2-E10￿ GR105￿ TTNPB￿￿ 1￿ 348.5￿
2-E11￿ GR106￿ METHOPRENE￿ACID￿ 1￿ 268.4￿
2-E12￿ GR200￿ WY-14643￿￿ 1￿ 323.8￿
2-F1￿ GR205￿ CIGLITAZONE￿￿ 1￿ 333.5￿
2-F2￿ EI160￿ CLOFIBRATE￿ 1￿ 242.7￿
2-F3￿ ET003￿ 5,8,11-EICOSATRIYNOIC￿ACID￿￿ 1￿ 300.4￿
2-F4￿ ET004￿ 5,8,11,14-EICOSATETRAYNOIC￿ACID￿￿ 1￿ 296.5￿
2-F5￿ DG100￿ 1,2-DIDECANOYL-GLYCEROL￿(10:0)￿￿ 1￿ 400.6￿
2-F6￿ DG112￿ 1,2-DIOCTANOYL-SN-GLYCEROL￿￿ 1￿ 344.5￿
2-F7￿ DG115￿ 1,2-DIOLEOYL-GLYCEROL￿(18:1)￿￿ 1￿ 621￿
2-F8￿ DG125￿ 1-OLEOYL-2-ACETYL-GLYCEROL￿￿ 1￿ 398.6￿
2-F9￿ DG130￿ 1-STEAROYL-2-ARACHIDONOYL-GLYCEROL￿￿ 1￿ 645￿
2-F10￿ DG135￿ 1-STEAROYL-￿2-LINOLEOYL-GLYCEROL￿￿ 1￿ 621￿
2-F11￿ DG140￿ 1-HEXADECYL-2-ARACHIDONOYL-GLYCEROL￿ 1￿ 603￿
2-F12￿ EI149￿ 1-HEXADECYL-2-O-METHYL-GLYCEROL￿ 1￿ 330.6￿
2-G1￿ EI150￿ 1-HEXADECYL-2-O-ACETYL-GLYCEROL￿￿ 1￿ 358.6￿
2-G2￿ TB005￿ 2,3-DINOR-THROMBOXANE￿B2￿ 0.1￿ 342.4￿






￿ ￿ ￿ ￿ ￿
2-G4￿ EI209￿ REV-5901￿ 1￿ 335.4￿
2-G5￿ RA101￿ LY-171883￿ 1￿ 318.4￿
2-G6￿ RA102￿ U-75302￿ 0.1￿ 361.5￿
2-G7￿ RA103￿ SQ-29548￿ 1￿ 387.5￿
2-G8￿ RA105￿ FLUPROSTENOL￿ 1￿ 458.5￿
2-G9￿ RA106￿ CLOPROSTENOL￿Na￿ 1￿ 446.9￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿
3-B1￿ FA001￿ EICOSAPENTAENOIC￿ACID￿(20:5￿n-3)￿￿ 1￿ 302.5￿
3-B2￿ FA002￿ DOCOSAHEXAENOIC￿ACID￿(22:6￿n-3)￿￿ 1￿ 328.5￿
3-B3￿ FA003￿ ARACHIDONIC￿ACID￿(20:4￿n-6)￿￿ 1￿ 304.5￿
3-B4￿ FA004￿ MEAD￿ACID￿(20:3￿n-9)￿￿ 1￿ 306.5￿
3-B5￿ FA005￿ LINOLENIC￿ACID￿(18:3￿n-3)￿￿ 1￿ 278.4￿
3-B6￿ FA006￿ GAMMA-LINOLENIC￿ACID￿(18:3￿n-6)￿￿ 1￿ 278.4￿
3-B7￿ FA024￿ EICOSA-5,8-DIENOIC￿ACID￿(20:2￿n-12)￿ 1￿ 308.5￿
3-B8￿ FA007￿ EICOSADIENOIC￿ACID￿(20:2￿n-6)￿￿ 1￿ 308.5￿
3-B9￿ EI112￿ 7,7-DIMETHYLEICOSADIENOIC￿ACID￿ ￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿1￿ 336.6￿
3-B10￿ FA008￿ EICOSATRIENOIC￿ACID￿(20:3￿n-3)￿￿ 1￿ 306.5￿
3-B11￿ FA009￿ DIHOMO-GAMMA-LINOLENIC￿ACID￿￿ 1￿ 306.5￿
3-B12￿ FA010￿ DOCOSATRIENOIC￿ACID￿(22:3￿n-3)￿ 1￿ 336.5￿
3-C1￿ FA011￿ ADRENIC￿ACID￿(22:4￿n-6)￿￿ 1￿ 332.5￿
3-C2￿ FA012￿ DOCOSAPENTAENOIC￿ACID￿￿￿ 1￿ 330.5￿
3-C3￿ FA014￿ LINOLEIC￿ACID￿￿ 1￿ 280.4￿
3-C4￿ EI103￿ 17-OCTADECYNOIC￿ACID￿￿ 1￿ 280.4￿
3-C5￿ G230￿ 2-HYDROXYMYRISTIC￿ACID￿￿ 1￿ 244.4￿
3-C6￿ G231￿ 2-FLUOROPALMITIC￿ACID￿￿ 1￿ 274.4￿
3-C7￿ G232￿ 4-OXATETRADECANOIC￿ACID￿￿ 1￿ 230.4￿
3-C8￿ G234￿ 12-METHOXYDODECANOIC￿ACID￿￿ 1￿ 230.4￿
3-C9￿ EI155￿ SPHINGOSINE￿￿￿ 1￿ 299.5￿
3-C10￿ SL100￿ C2￿CERAMIDE￿￿ 1￿ 341.5￿
3-C11￿ SL101￿ C2￿DIHYDROCERAMIDE￿￿ 1￿ 343.5￿
3-C12￿ SL105￿ N,N-DIMETHYLSPHINGOSINE￿￿ 1￿ 327.6￿
3-D1￿ SL112￿ C8￿CERAMIDE￿￿ 1￿ 425.7￿
3-D2￿ SL113￿ C8￿DIHYDROCERAMIDE￿￿ 1￿ 427.7￿
3-D3￿ SL115￿ C16￿CERAMIDE￿￿ 1￿ 537.9￿
3-D4￿ SL125￿ DIHYDROSPHINGOSINE￿￿ 1￿ 301.5￿
3-D5￿ SL135￿ SPHINGOMYELIN￿￿ 1￿ 731.1￿
3-D6￿ SL140￿ SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE￿￿ 1￿ 379.5￿
3-D7￿ SL141￿ SPHINGOSYLPHOSPHORYL￿CHOLINE￿￿ 1￿ 464.6￿
3-D8￿ SL143￿ DIHYDROSPHINGOSINE-1-PHOSPHATE￿￿ 1￿ 381.5￿
3-D9￿ SL145￿ C8￿CERAMINE￿￿ 1￿ 411.7￿
3-D10￿ SL205￿ DL-DIHYDROSPHINGOSINE￿￿ 1￿ 301.5￿
3-D11￿ SL210￿ DL-PDMP￿￿ 1￿ 427.1￿
3-D12￿ SL215￿ DL-PPMP￿￿ 1￿ 510.7￿
3-E1￿ SL221￿ MAPP,￿D-erythro￿￿ 1￿ 361.6￿
3-E2￿ SL222￿ MAPP,￿L-erythro￿￿ 1￿ 361.6￿
3-E3￿ L100￿ PAF￿C16￿￿ 1￿ 523.7￿
3-E4￿ L101￿ LYSO-PAF￿C16￿￿ 1￿ 481.7￿






￿ ￿ ￿ ￿ ￿
3-E6￿ L128￿ LYSO-PAF￿C18￿￿ 1￿ 509.7￿
3-E7￿ L107￿ PAF￿C18:1￿￿ 1￿ 549.6￿
3-E8￿ L110￿ ENANTIO-PAF￿C16￿￿ 1￿ 523.7￿
3-E9￿ L102￿ ARACHIDONOYL-PAF￿￿ 1￿ 768.2￿
3-E10￿ L115￿ 2-EPA-PAF￿￿ 1￿ 523.7￿
3-E11￿ L116￿ 2-DHLA-PAF￿￿ 1￿ 770.2￿
3-E12￿ L117￿ DCHA-PAF￿￿ 1￿ 792.2￿
3-F1￿ L106￿ 1-HEXADECYL-2-METHYLGLYCERO-3￿PC￿ 1￿ 495.7￿
3-F2￿ L108￿ 1-OCTADECYL-2-METHYLGLYCERO-3￿PC￿ 1￿ 523.7￿
3-F3￿ L120￿ C-PAF￿￿ 1￿ 538.7￿
3-F4￿ L134￿ 1-ACYL-PAF￿￿ 1￿ 537.7￿
3-F5￿ LP100￿ LYSOPHOSPHATIDIC￿ACID￿￿ 1￿ 458.5￿
3-F6￿ LP101￿ L-NASPA￿ 1￿ 423.5￿
3-F7￿ LP103￿ PHOSPHATIDIC￿ACID,￿DIPALMITOYL￿ 1￿ 670.9￿
3-F8￿ CR108￿ AM-251￿ 1￿ 555.2￿
3-F9￿ FA028￿ 2-ARACHIDONOYLGLYCEROL￿ 1￿ 378.6￿
3-F10￿ GR206￿ 6-FORMYLINDOLO￿[3,2-B]￿CARBAZOLE￿ 1￿ 284.3￿
3-F11￿ GR207￿ DIINDOLYLMETHANE￿ 1￿ 246.3￿
3-F12￿ FA030￿ N-LINOLEOYLGLYCINE￿ ￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿￿1￿ 337.5￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿
￿ ￿ ￿ ￿ ￿



































































￿ ￿ ￿ MrLipid￿+￿1￿=￿Substanzpeak￿
￿ ￿ ￿ MrLipid￿+￿16￿=￿Substanz￿+￿OH￿(1.￿Oxidation)￿


















































































700.6 600.4 640.2 845.2 701.5 834.9 798.4 933.6 897.7 1044.5 972.1 1142.9 1065.5 1163.7
LYSO￿PAF￿C18


































































































































































585.5 921.6 883.6 730.9 674.7 668.7 723.3 797.3 789.9 855.6
962.3 1092.5 973.1 1030.9
C￿PAF




































































































































1066.0 740.5 640.5 706.5 667.6
945.5 859.1 933.5 956.7 1019.7
PAF￿C18:1






















































































































654.4 713.6 831.4 718.7
782.7
977.0 860.3 928.4 893.4 1041.6
ENANTIO￿PAF￿C16































































































































295.9 608.5 364.9 578.5 372.9 495.5 531.6 706.2 624.6 683.4 792.2
811.6
842.6 862.7
1052.3 1010.6 960.4 887.8
1082.3








































































































580.4 261.0 482.4 328.9
312.3
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